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PROLOGO DE LA 1a. EDICION

La literatura existente que trata los temas desarrollados en este Manual es, sin
duda, valiosisima, y pueden encontrarse desde libros con enfoques de fisico-quimi-
ca avanzada, hasta textos de divulgacion.

Sin embargo, muchos de estos manuales de Quimica Orgédnica exceden amplia-
mente el temario requerido para un curso bésico, y otros son muy practicos y pre-
sentan numerosas experiencias, pero tratan algin tema especifico y no abarcan la
totalidad del temario. Ademas, la mayoria de las referencias bibliograficas, se pre-
sentan en idioma inglés. '

Es por esto, que la presentacion de este Manual responde a la necesidad de lle-
nar un vacio en la posibilidad de adquirir 1a bibliografia pertinente y en castellano,
que satisfaga la necesidad del alumnado de un curso basico de Laboratorio de Qui-
mica Organica.

Confio en que el hecho de contar con un texto accesible, permitira al alumno
reencontrarse con el tiempo suficiente como para entender, preparar y aprovechar
las clases de Laboratorio; tiempo que, de otra forma, se invertia en traducir textos,
copiar apuntes, o simplemente, conseguir informacién acerca de cuales son, y dén-
de se pueden buscar, los contenidos importantes para el curso.

Este Manual responde al programa de Laboratorio de Quimica Organica I para
la Licenciatura en Quimica y comprende al temario de Quimica Orgénica para la
Licenciatura en Ciencias Bioldgicas.

Cada capitulo ha sido diagramado en dos secciones: Consideraciones Teéricas y
Consideraciones Experimentales.

Las primeras incluyen definiciones, manejo de variables y conceptos fundamen-
tales que rigen a los comportamientos fisico-quimicos de sustancias puras y/o mez-
clas, asi como a las técnicas separativas explicadas.

En las Consideraciones Experimentales, se detallan los aspectos précticos de las
técnicas a seguir y la descripcién de equipos simples. ' -

Dentro del texto aparecen “Sugerencias”, que son problemas o preguntas pro-
puestas. En la mayoria de los casos no figura en el Manual la respuesta a tales su-
gerencias, y el objetivo de formularlas es propiciar un didlogo con el lector, estimu-
lando la bisqueda de otros ejemplos, el logro de asociaciones entre conceptos apa-
rentemente distintos, o simplemente la profundizacién del tema en libros especifi-
Cos.
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Deseo agradecer la colaboracién permanente que he recibido por parte del equi-
po docente de Quimica Organica, asi como del estimulo vigoroso de la Profesora

Titular, Dra. Inge M. E. Thiel.

Lydia R. Galagovsky de Kurman

10



Ediciones Zorro Siglo XXl
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

PROLOGO DE LA 5TA. EDICION

Hace 9 afios apareci6 la primera version de este libro que, luego de varias reedi-
ciones, aparece hoy, en su 5ta. edicién, totalmente renovado graficamente y amplia-
do.

Desde su primera edicion, el texto llené una faltante en la biblografia en caste-
llano acerca de los temas bésicos que todo estudiante de Quimica necesita aprender
para dar sus primeros pasos en el trabajo de laboratorio.

Hoy en dia, merced a su utilidad, es un libro ampliamente conocido en el &mbi-
to de las universidades que tienen escuelas de Quimica, Bioquimica y Farmacia, asi
como en escuelas secundarias técnicas, con especialidad en Quimica.

Confio en que esta renovada versién continde brindando su aporte a la forma-
cion cientifica de las nuevas generaciones de estudiantes de esta fascinante disci-
plina, desde su contenido basico, su organizacién clara, sus ejemplos practicos y su
estilo sencillo y cordial.

Dra. Inge M. E. Thiel

Profesora Titular de Quimica Organica
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires
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SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

El laboratorio de Quimica es un lugar de trabajo que presenta ciertos riesgos; sin
embargo, conociéndolos y trabajando con cuidado, este espacio puede ser igual de
peligroso que una casa donde hay remedios, insecticidas, blanqueadores, solventes,
garrafas, cuchillos, equipos a gas y eléctricos, etc., etc.

La seguridad en el laboratorio es mucho mas que una serie de advertencias: es
una forma de trabajo, es un respeto por los reactivos peligrosos, es un conocimien-
to sobre reactividades explosivas y es la responsabilidad con que cada individuo en-
cara su tarea.

Reglas esenciales para la seguridad en el laboratorio

Siempre

e TUse proteccion para los ojos.

¢ Use ropa adecuada.

e Lave sus manos antes de dejar el laboratorio.

¢ Conozca las normas y procedimientos de seguridad para cada accién a realizar.
* Asegurese que su aparato esté bien ensamblado.

¢ Manipule los reactivos cuidadosamente. '

¢ Mantenga prolija su area de trabajo.

e Esté atento a eventualidades.

¢ Pregunte a su instructor si tiene alguna duda.

Nunca: .

¢ fume en el laboratorio.
Nunca: :
e coma en el laboratorio.
Nunca:

¢ inhale, deguste o huela imprudentemente reactivos.
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Nunca:

* vagabundee o distraiga a sus vecinos.
Nunca:

¢ corra dentro del laboratorio.
Nunca:

¢ debe quedarse trabajando solo.
Nunca:

lleve a cabo experiencias no autorizadas.

Muchas de estas reglas no necesitan explicacién adicional. Simplemente, use su
sentido comiin (a veces, el menos comun de los sentidos).

Seiiales de peligro méas comunes

& 9| [

¢ 4 ‘
. '23
CORROSIVE EXPLOSIVE IRRITANT TOXIC HARMFIIL
CORROSIVO EXPLOSIVO IRRITANTE TOXICO NOCIVO

FLAMMABLE

FLAMMABLE LIQUID

OXIDIZER

INFLAMABLE LIQUIDO ALTAMENTE OXIDANTE
INFLAMABLE INFLAMABLE

BIOHAZARD RADIOACTIVE CORROSIVE

BIONOCIVO RADIACTIVO CORROSIVO
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PROCEDIMIENTOS BASICOS EN CASO DE ACCIDENTES

Es responsabilidad del instructor tener a mano dispositivos de primeros auxilios,
saber cémo usarlos y tener los nimeros telefénicos de centros de asistencia médica
especializados. En caso de accidente, avise inmediatamente a su instructor y, si Ud.
no puede, asegiirese de que alguien le avise.

Fuego

El foco del fuego debera ser aislado: cortar el gas, alejar reactivos y solventes. No
entrar en panico, y si oye la orden de evacuar el laboratorio no se torne inquisidor:
vayase. :

Incendio de reactivos

Los solventes orgéanicos son los reactivos mas proclives a tomar fuego. Si el in-
cendio estd aislado —en un tubo de ensayos, un vaso de precipitados, un erlenme-
yer, etc.— se lo puede ahogar con un vidrio de reloj. Si el fuego se expandié en la
mesada se puede apagar cubriéndolo con arena o con una tela de amianto.

Nunca le eche agua, pues los solventes inflamables suelen ser menos densos que
el agua, y lo unico que lograra es expandir la zona de fuego.

Si el incendio fuera mayor deberan utilizarse extinguidores. El fuego se ataca
desde las zonas periféricas al centro; una manipulacién inadecuada puede expandir
el fuego en lugar de concentrarlo.

Incendio de ropas

Si sus ropas se encendieran nunca corra. Pida ayuda gritando y arrgjese al piso
rodando sobre si mismo para apagar las llamas.

No corra hasta la ducha de seguridad, a menos que esté realmente cerca. Al co-
rrer, el aporte de aire avivari el fuego.

Si las ropas de su colega se encienden no lo deje correr, envuélvalo en una tela
de amianto. Si él se resistiera e intentara correr, arrdjelo al suelo: su deber es sal-
varle la vida. Nunca utilice extinguidores sobre una persona.
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- Una vez apagado el fuego haga que la persona permanezca quieta, recostada y
protegida del frio hasta que llegue la ayuda especializada.

Quemaduras en piel

Si son de pequeiio tamaifio sblo requieren dejar la zona bajo agua corriente fria
durante 10 a 15 minutos. Si la quemadura fue con reactivos, debe limpiarse muy
bien la zona afectada.

Use la ducha de seguridad si la extension de la quemadura es grande. Quite la
ropa afectada inmediatamente y llame por atencién especializada.

Quemaduras en los ojos

La rapidez con que se elimine el reactivo de los gjos es vital para la recuperacién
y/o para minimizar el dafio posible. Tenga a mano fuentes para lavado de ojos, o
simplemente, eche a la persona al suelo y vierta agua en sus ojos, lave bien debajo
de los parpados. Siempre acuda al especialista luego de un accidente en los ojos; sin
importar lo leve que le parezca.

Cortes

Si se produjera una herida cortante de consideracién, ademas de lavar para
eliminar reactivos y/o trocitos de vidrio, debera recostar al afectado, manteniendo
~ elevada la zona afectada. Puede vendar y aplicar presién directamente sobre la he-
rida, pero nunca aplicar un torniquete. Mantenga a la persona protegida del frio
hasta que llegue la asistencia espe01ahzada

Envenenamiento

Es necesario prevenirlo. No se pueden generalizar recomendaciones. Llame con
urgencia al especialista.

16



Ediciones Zorro Siglo XXl
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

CAPITULO1

Punto de fusion
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b4

PUNTO DE FUSION
Consideraciones Tedricas

I.1 ;Qué es el punto de fusién?

El punto de fusién (PF) normal de un sélido cristalino es la temperatura a la cual
el sélido se transforma en liquido bajo presién atmosférica. Para sustacias puras el
cambio de estado sélido al liquido ocurre en un rango pequeiio de variacién de tem-
peratura (aproximadamente 0.5°C), y de alli su relativo valor para identificar a una
sustancia por su PF. Si ahora el liquido se enfria, comenzara la solidificacién a la mis-
ma temperatura, por lo tanto, el PF y el punto de solidificacién son idénticos para una
sustancia pura (pequefias diferencias obedecen a fusion y sol1d1ﬁcac1on en d1st1ntas
formas cristalinas.)

L2 ;Cuando funde un cristal?

El pasaje del estado sélido al liquido implica un desorden del sistema. En el s6li-
do, cada particula se encuentra ubicada en el cristal de tal forma de tener un mini-
mo de energia potencial (maxima estabilidad) con respecto a las particulas vecinas.
Pero no estan inmdviles, aun a bajas temperaturas existe una vibracidn, alrededor de
dicho “nédulo” de minima energia potencial. Al entregarle calor (energia térmica) al
sistema, aumentaran las amplitudes vibratorias, con el consecuente incremento total
de energia, que se manifestara como un aumento en la temperatura del sistema.

Llegara un momento, entonces, en que la amplitud vibratoria de las particulas
dentro del cristal serd tal, que el mismo comience a “deformarse”, hasta que final-
mente algunas particulas adquieran una energia suficiente como para lograr movili-
dad. En este punto comenzara el proceso de fusién del cristal y aparecera fase liqui-
da. Toda entrega de calor que se suministre al sistema a partir de este punto, serd
consumida por las restantes particulas que aldn requieren energia para superar las
fuerzas que las mantienen fijas a la estructura reticular. :

Es por esto que, durante la fusién, la temperatura del sistema se mantiene
constante. . :

Una vez que fundlo el cristal, existe fase liquida. Todo suministro de calor impli-
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cara un aumento en la energia cinética de las moléculas, que se manifestard nueva-
mente como un incremento en la temperatura del sistema.

Sugerencia: Construya un grafico cualitativo de temperatura del sistema versus
tiempo, para una muestra pura que funde a 60°C, y que se calienta
con una velocidad de 10° por minuto.

Tanto un sistema sélido como uno liquido tienen presién de vapor. Esto puede vi-
sualizarse como la tendencia de las moléculas a “escaparse” del seno de la masa sdli-
da o liquida, respectivamente. Si midiéramos la variacién de dichas presiones de va-
por con la temperatura (bajo la presién total de una atmdsfera), y las representara-
mos en un sistema de coordenadas cartesianas, obtendriamos las curvas (a) para el
s6lido y (b), para el liquido, del Grafico 1.

Como se ve, las curvas de equilibrio de presién de vapor del sélido y del liquido tie-
nen distintas pendientes, y por lo tanto al superponer ambos graficos, existira un
punto de interseccién (Grafico 1 (¢)), que llamaremos F. Dicho punto tiene la ca-
racteristica fundamental de mostrar una anica presién de vapor y la pre-
sencia de fases sélida y liquida en equilibrio. El dato correlativo de la tempera-
tura correspondiente sobre el eje de abscisas es el Punto de Fusién del sistema (PF).

54 §..“ L & A
2, Sélido Liquido =%
: = e 1
g - S| - F
=} = =1 1
=] =1 © 1
: i/
Temperamr; Temperatura Temperatura
@ () (©

Grdfico 1. Variacién de la presién de vapor del sélido y del liquido con la tempera-
tura, a una presion total externa constante.

1.3 ;Varia el punto de fusién con la presién externa?

Si trabajamos a una presién total distinta de una atmdésfera se modificaria la po-
sicidén del punto F, por haber variado las curvas de equilibrio (esta variacién la podria-
mos observar si construyéramos en el Grafico 1 (c), un tercer eje, perpendicular al
plano de la hoja, y cuya variable seria la presién total del sistema). Sin embargo, el
PF no varia apreciablemente con cambios de presién externa, y esto se debe
a que la variacién del volumen de la sustancia, ocurrido durante la fusién, es peque-
fio. En cambio, en la transicién de estado liquido a gaseoso (que estudiaremos en el
Capitulo I11: Punto de Ebullicién), la variacién del volumen de la sustancia es consi-

20



Ediciones Zorro Siglo XXl
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

derable y, por lo tanto, un cambio en la presién externa implica un cambio notorio en
el Punto de Ebullicién de la sustancia.

1.4 ;Depende el punto de fusiéon de la masa de la muestra?

NO, el punto de fusion es una caracteristica de cada sustancia pura, y tiene que
ver con las fuerzas de unién entre las moléculas, pero no con la cantidad de muestra.

Las sales inorganicas tienen PF muy altos debido a que se deben vencer uniones
i6nicas para fundir los cristales. En las sustancias organicas las fuerzas de unién en-
tre moléculas son del tipo Van der Waals, dipolos transitorios y puentes de hidrige-
no, y los PF son menores.

Sin duda podemos imaginar que debemos entregar mas calor si queremos fundir
un kilogramo de sustancia, que para fundir un miligramo de la misma. Y esto se de-
be a que hay mas uniones intermoleculares que vencer. Pero durante la fusién la
temperatura del sistema sera la misma y la energia que se entrega al sistema se
consume como calor de fusion. Una vez fundido, el sistema aumentara su tempera-
tura, al entregarsele mas calor.

1.5 (Nos acordamos de la Ley de Raoult?

Raoult observé que la presién de vapor de un liquido disminuye si se disuel-
ve en él un soluto no volatil (por ejemplo sal en agua). A mayor cantidad de solu-
to disuelto, menor sera la presién de vapor en equilibrio (siempre consideramos que
el resto de las variables permanecen constantes: presién total externa y temperatu-
ra). . :
Podriamos “visualizar” la ley de Raoult en el Grafico 2 siguiente:

/vapor en equilibrio \

(@)  m) ©

«  representacién de moléculas de solvente
x  representacién de moléculas de soluto
o impurezas insolubles

.{M soluto en solucién

Grdfico 2. Visualizacion de la Ley de Raoult.
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En el dibujo (a) vemos un recipiente con un liquido puro que esta en equilibrio
con su Presién de Vapor. Hemos representado las moléculas como esferitas. Si a esa
masa de liquido le agregamos ahora la impureza que representamos con una “X', y
ésta se disuelve, es decir, se solvata y puede mantenerse en solucién, podemos ima-
ginar que una cantidad dada de “esferitas” ya no contribuye a la presion de vapor
del sistema (est4n involucradas en la solvatacién y ha cambiado la composicién del
sistema). Por lo tanto, la presién de vapor en equilibrio en (b) es menor que en (a).

Como se ve, la condicién para que esto ocurra es que la impureza se disuelva
en el liquido.

Sugerencia (Qué ocurriria con la presién de vapor en el caso (c) si la impureza,
representada con “rectangulos”, no se disuelve? (Por ejemplo arena
en agua).

Esta ley de Raoult se utilizara en los capitulos II y III, pero ahora...

1.6 ;C6mo se relaciona la ley de Raoult con el Punto de Fusién?

Cuando un sélido puro funde, se convierte en un liquido puro y éste cumple las
propiedades mencionadas en L.5. Esto quiere decir que, si en el sistema que funde
hay presente una impureza (que se disolvera en la fase liquida fundida de la mues-
tra), la presién de vapor del liquido que representamos en el Grafico 1 (c) serd me-
nor que el valor anterior para cada temperatura. Podriamos construir, entonces, el
Grafico 3, en el cual denominamos L-F a la curva para el liquido puro, y L-F’ a la
curva de presién de vapor cuando esta presente la impureza. Si la impureza aumen-
tara en su concentracion, la curva seria L”-F”.

Del Grafico 3 se desprende que la nueva interseccién entre las curvas de equili-
brio se ha desplazado con respecto a la original. La nueva temperatura a la que co-
mienza la fusién, es ahora PF’ o PF” respectivamente.

Se observa entonces que, una impureza soluble en la fase fundida de la
muestra hace descender el punto de fusién de una sustancia pura. (Experi-
mentalmente se ve, ademas, un rango de temperatura de fusién mayor que 2°C). Es
decir, cuando hay una impureza presente, el punto de fusién aparece a menor tem-
peratura y no se puede determinar con precisién mayor que 1 6 2°C.

' 3 L
8
g oo
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] - -
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’54 F
Iy
I g
I
1 [
PF" PF puro temp.

Gridfico 3. Descenso del punto de fusion debido a la presencia de impurezas so-
lubles en la fase fundida de la muestra.
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Sugerencia ;Se acuerda del ascenso ebulloscépico y del descenso crioscopico?
. Puede hacer alguna analogia con lo aqui expuesto?

1.7 ;Soluto o impureza?

En Quimica Organica decimos “una impureza hace descender el punto de fusién
de una sustancia pura”. Por supuesto, como vimos en 1.5 y 1.6, 1a impureza debe ac-
tuar como soluto, es decir, disolverse en la fase fundida de la muestra. Se trata, en
- general, de otra sustancia orgdnica que se encuentra en pequefia proporcién.

Aplicamos aqui el criterio de que “lo similar disuelve a lo similar” (que utilizare-
mos también en el Capitulo II, Seccién I1.3 (a)), es decir, que un compuesto fuerte-
mente iénico (una sal), o un material inerte (carbén), no seran solutos y, por lo tanto,
no descenderan el Punto de Fusién de una muestra orgénica.

L.8 Conclusiones

El punto de fusién de una sustancia es una propiedad fisica que nos permite ut:-
lizarla como criterio de pureza y aun de identificacién:

i) Punto de fusién como criterio de pureza:

Cuando una sustancia es pura, el rango de temperaturas entre las cuales se pro-
duce su fusién es muy pequeiio (usualmente 0.5 a 1°C), y el punto de fusién se man-
tiene constante después de varias purificaciones. Si la muestra es impura, ese rango
es muy amplio y estd por debajo del verdadero punto de fusién. Por ello, las sucesi-
vas purificaciones de una sustancia orgdnica pueden controlarse por su punto de fu-
sién, ya que cuanto mas nitido y estrecho sea el rango de fusmn mas pura puede con-
siderarse la sustancia.

it} Punto de fusién como criterio de identificacioén:

Si después de varias purificaciones el punto de fusién de una sustancia se mantie-
ne nitido y no varia, puede razonablemente suponerse que dicha sustancia es Pura.
Se recurrird, a continuacién, a libros con tablas de compuestos.organicos con puntos
de fusiéon analogos. Para poder distinguir univocamente de cual de las sustancias con
idéntico PF se trata recurrimos a la experiencia denominada Punto de Fusién
Mezcla.

. El Punto de Fusion Mezcla COl‘lSISte en mezclar la sustancia (en proporcién 9 : 1 u
8 : 2), con muestras puras de los distintos compuestos que poseen idéntico punto de
fusién. Sélo se mantendra la constancia del punto de fusién en el caso de que se tra-
te de la misma sustancia, pues las que son diferentes actuaran como impure-
zas al determinar los puntos de fusion, y éstos seran mas bajos. ‘

Puede haber excepciones al comportamiento descripto, por lo cual el punto de fu-
sién mezcla es un buen indicio, pero no una prueba absoluta de la identidad de sus
dos componentes.

Sin embargo, las mezclas que no se comportan como lo hasta aqui descripto, son
casos excepcionales. :

23



Ediciones Zorro Siglo XXl
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

;Podriamos imaginar que una mezcla de dos sustanc1as en una proporciéon dada,
funda neto en un rango-de 0.5 -1°C?...

1.9 ;Qué es una mezcla eutéctica?

Si a una sustancia pura que llamamos A le agregamos cantidades crecientes de
otra sustancia B, sabemos que descendera su PF (Grafico 4 (a). Ocurre lo mismo si
tomamos el PF de B puro y luego hacemos nuevas determinaciones con cantidades
crecientes del s6lido A como impureza (Grafico 4 (b). Es natural preguntarse, enton-
ces, hasta cudnto se puede deprimir el punto de fusién de una sustancia por agre-
gado de una segunda sustancia. Esa temperatura limite se conoce como tempera-
tura eutéctica (Tp); en el Grafico 4 (c), podriamos visualizarla como la interseccién
de los graficos 4 (a) y 4 (b).

.
Ll
»
»
|-
>
kil
| .
>
| .
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PF,

Temperatura

PF,

Temperatura

Temperatura

{PF, Ve PF, PF,
. . T
E E
100% A T00%B  100% A 10%B  100% A My 100% B
(a) (b) ()

Grdfico 4. Descenso del punto de fusién de una sustancia por agregado de otra
sustancia, que actia como impureza.

Este punto (E) se llama también punto eutéctico (del Griego= de facil fusién;
F. Guthrie, 1884), y representa el unico punto de la mezcla A-B que tiene 3 fases en
equilibrio, a saber: sélido A puro (100%); sélido B puro (100%), y liquido A-B
de composicion M, (mezcla eutéctica).

Si calentamos una muestra con dicha composicién My, veremos que funde, a la
temperatura Ty en forma neta, es decir, en un rango de 0.5 a 1°C (;Como una sus-
tancia pura!), y tamb1en Ty, sera el punto de congelacién, si empezamos a enfrlar la
mezcla My fundida.

(,Podemos considerar a la mezcla eutéctica como un compuesto quimico defini-
do?:

NO. Si miramos la mezcla eutéctica sélida con un microscopio, veremos los cris-
tales de A y de B, perfectamente separados (no forman una solucién sélida).
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La mezcla eutéctica es en realidad una mezcla intima, un conglomerado de las
dos fases sélidas que la componen.
En la Tabla 1.9 se dan ejemplos de mezclas eutécticas.

Tabla 1.9: Ejemplos de mezclas eutécticas de compuestos organicos.

Sustancia A PF, (°C) Sustancia B PFy (°C) PF Eutéctico (°C)
!
o naftol |l 955 naftaleno 80 61
alcanfor 179 ~ naftaleno 80 32,3
difenilbutano 27 naftaleno 80 14
Acido benzoico 122 Acido cindmico 133 . 82
o-nitrofenol 44 o-toluidina 43 15,5
d-pinenc : - 64 ~ l-pineno - 64 -120

1.10 ;Puede distinguirse entre una sustancia pura y una mezcla eutéctica?

Para dlferenmar entre una sustancia pura y una mezcla eutéctica se podria apli-
car lo aprendido en I.8.(ii). Otra solucién es recristalizar, o, de alguna forma, puri-
ficar el sistema. Ambos métodos modifican la composicién del sistema 1n1c1al

Sugerencia: ;Qué se observara al determinar el nuevo PF después de la recris-
talizacién de una mezcla eutéctica?

L11 Ana3lisis del Grafico 4(c).

Ya sabemos qué ocurre si calentamos una muestra de A puro (100% A), o de B
puro (100% B) (repaSar la seccién 1. 1). ,

También vimos qué ocurre si calentamos una muestra de composwlon M, sec-
cién 1.9.

JQué ocurre en los restantes puntos del eje de concentraciones al ir aumentan-
do la temperatura del sistema?

Supongamos los siguientes datos: PF, 180°C; PFy 140°C Ty 100°C; M 60% B
vy 40% A representados en el Grafico 5.

Analizaremos los puntos O, P, Q, R, S y T del Grafico 5 como si pudiéramos ob-
servar “ultramicroscépicamente” lo que ocurre. Imaginemos, entonces, que dibuja-
mos como “A” las moléculas de la sustancia A pura; y como “B” las de la sustancia
B pura; y “miramos” dentro de los cap1lares (ver seccién 1. 16) donde estamos deter-
minando el PF de la mezcla de composicién 20% de B, 80% de A (Grafico 6).
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Grdfico 5. Grafico de temperatura versus composicién para un sistema de com-
puestos A y B, tal que: PF, 180°C; PFy 140°C; T [4(404), Bgosy= 100°C.

\e. ' . ) 5

Grdfico 6. Visualizacién del proceso de fusion de una mezcla de A (80%) y B
(20%) del sistema A-B del Grafico 5.
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El sistema representado por el punto O presenta 2 fases solidas a 20°C, es lo que
vemos en el capilar (a) del Grafico 6.

Cuando la temperatura se eleva a 80°C, el sistema representado por el punto P,
es “microscopicamente” idéntico al del punto O, es decir, dos fases sélidas presentes
(capilar (a)).

- Cuando se alcanzan los 100°C de temperatura, punto Q, comenzara a fundir
parte de la mezcla, exactamente en la proporcién del eutéctico. Por lo tanto, la
primera fase liquida que aparece en el sistema, tiene la composicién My (60%B;
40%A). En el Grafico 6 esta representada por el capilar (b), siendo el liquido la zo-
na rayada. Aun quedan B y A como dos fases sdlidas puras.

El sistema se mantendra a 100°C mientras quede eutéctico por fundir y, en un
“diferencial” sobre el punto Q, se observaria el capilar (¢); es decir una fase liquida
de composicién eutéctica (Mp) y una fase sélida (A puro).

Tabla I.11

]

L

=
- 1n © ® C 4 oz C 0.a4 C 30,2
- o P > omposicién | omposicion omposiciéon
sl & & . total % total total
2 & - 5 Y
gl o &) = b4
1 | PuntoO | ) 20°| 80%A: 20%B | 2 |100%A 100%B |- —
2] 7 P a) 80° 2 2 | 100%A 100%B S
3] 7 qQ |wo 100° » 3 | 100%A 100%B | 40,0%A; 60,0%B
4] » R | @ 120° . 2 | 100%A 54,5%A: 45 5%B
5] » s e) 159° . 2 |1000A —— |-~80,0%A;20,0%B
6|l » T f) 180° .o 1 —— | 80,0%A; 20,0%B

A medida que va subiendo la temperatura del sistema (entre Q y R del Grafico
5), vemos que en el capilar lo tinico que puede seguir fundiendo es A, pues la fase B
como sdlido, desaparecié al fundir el eutéctico. Por lo tanto, la fase liquida se
va enriqueciendo en el componente A.

En el punto R (120°C) tenemos una fase sélida A y una fase liquida de comp051-
cién My, (54,5%A; 45,4%B), es decir, lo que se observaria es el capilar (d).

- A 159°C (punto S del Grafico 5) termina de fundir el s6lido A. En un diferencial
de tiempo antes, se observaria el capilar (e), y atin habria 2 fases presentes.

En el punto T, a 180°C, existe s6lo una fase liquida de composicién 80%A , 20%B
(igual a la inicial).

Lo que se explic6 hasta aqui, se resume en la Tabla I.11.

Como conclusién se observa un rango de fusién teonco entre 100 y 159°C, para
una mezcla 80%A, 20%B.
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Observaciones

1) Las abscisas de los grificos de temperatura versus composicién estdan dados
en fraccién molar o porcentaje molar.

i1) Para conocer la composicién de cada una de las fases presentes a una dada
temperatura (por debajo de la curva PF,-E-PFp; en el Grafico 5) se debe bus-
car la recta horizontal que pasa por dicho punto; Ias composiciones se encon-
traran en el eje de abscisas correspondientes a los puntos de interseccién en-
tre dicha recta y el eje de ordenadas o la curva de equilibrio sélido-liquido.

Sugerencias

¢ (Construya una tabla similar a la I.11, partiendo de 25°C y una mezcla de
composiciéon B (80%) y A (20%), para el sistema del Grafico 5.

* Analice lo que observaria si se parte del punto T y se enfria el sistema hasta
el punto O.

I.12 Regla de las Fases

Un estudio profundo de cambios de estado y condiciones de equilibrios en distin-
tos sistemas termodindmicos, condujeron a J. Gibbs a deducir (1876) y a H. Rooze-
boom (1884) a aplicar en fisicoquimica, la llamada “Regla de las fases”.

Se define como fase (F) a cualquier parte homogénea y fisicamente distinta de
un sistema separada de las otras partes del mismo por superﬁc1es limites definidas.
Por ejemplo: agua-hielo-vapor, son 3 fases.

La Regla de las Fases se cumplira, siempre que el equilibrio o proceso ocurren-
te entre cualquier niimero de fases esté influido inicamente por la presién, tempe-
ratura y concentracion.

Precisamente estas variables (V) mencionadas, son los “grados de libertad o va-
rianza” del sistema. El nimero de grados de libertad de un sistema se define como
el nimero de variables que necesitan ser fijadas para que se pueda definir comple-
tamente la condicién o estado de un sistema en equilibrio.

La regla de las fases dice que: V=C - F + 2

“el niimero de grados de libertad es igual al ntimero de componentes del sistema,
menos el namero de fases presentes, méds dos”.

Al hablar de componente (C), se habla del menor ndimero de componentes puros
mediante los cuales se pueda expresar la composicién de cada fase existente, ya sea
directamente, o a través de una ecuacién quimica. Un ejemplo sencillo es el del sis-
tema agua-hielo-vapor: el componente es 1 = H,0. En cambio, si se trata de un sis-
tema como CaCO, (sélido) 2 CaO (sélido) + CO2 (g), podria suponerse que son 3
componentes distintos; sin embargo, desde el punto de vista de la termodindmica,
son dos (cualesquiera) ya que el tercero lo podemos “deducir” quimicamente y escri-
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birlo en funcién de los otros dos. (Seria algo asi como: dada una ecuacién matema-
tica con una incégnita, despejar ésta en funcién de los otros términos conocidos.)

Para el caso presentado en el Grafico 5 y teniendo en cuenta que el mismo fue
construido a presién constante, por lo tanto una de las 3 variables ya esta fijada “a
priori”, el analisis de cada punto sera el que se muestra en la Tabla 1.12.

Tabla I.12
Graf. Graf. | N°de | N° de com-| N° grados Tipo de
5 6 fases | ponentes |de libertad sistema Para definir el
puntos |capilar| F C A\' (aunadada | sistema se requiere fijar:
presion)
OyP a 2 2 2 monovariante Temperatura

Debido a la presencia
de 3 fases quedan definidas
el resto de las variables
y viceversa.

R d 2 2 2 monovariante | Temperatura o composi-
: : cién de la fase liquida.

Temperatura y composi-
cién de la fase liquida.

1.13 Curvas de calentamiento

Es interesante observar la variacién de la temperatura del sistema sélido que
funde y pasa a estado liquido, con el tiempo. '

Dado un grafico con punto eutéctico, se observaria una correspondencia como la
que se muestra en el Grafico 7. '

1ec]

A A .
To¢ T°C .q
PFA :

PF;

P [

100% A 0 10%B tiempo
{a) (b)

Grdfico 7. a. Curva de equilibrio Temperatura vs. Composicién. b) Curva de ca-
lentamiento para una mezcla con eutéctico.
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Durante el calentamiento del sistema sélido (punto O hasta debajo del segmen-
to D-E-T}), el suministro de calor al sistema hace que se eleve la temperatura del
mismo, correspondiendo el tramo r-s de la curva de calentamiento.

Cuando se alcanza la temperatura eutéctica Tj, todo el sélido eutéctico fundira
lentamente, y en este tiempo no aumentara la temperatura del sistema (tramo s-s’
de la curva).

Al salir del segmento invariante (con 3 fases), todavia hay sélido B por fundir, la
temperatura del sistema se elevara gradualmente si se suministra calor (tramo s-
t de la curva).

Al llegar al punto P, termina de fundir el sélido, habra entonces sélo una fase li-
quida, que aumentara su temperatura si se la calienta (tramo t-q de la curva), pe-
ro con una pendiente (velocidad) diferente a la anterior.

Sugerancia 1: Compare este grafico con el sugerido en el item L2.
Sugerencia 2:  Analice la forma que tendra una curva de enfriamiento, para
un sistema AB desde V hasta W (Grafico 7a).

1.14 Regla de la palanca

A veces puede ser interesante conocer, para un sistema dado, a una temperatu-
ra dada, cudl es la cantidad de sélido y/o de liquido presente.

En graﬁcos de equilibrio este nuevo dato se calcula mediante la “regla de la pa-
lanca”, que surge de la siguiente igualdad:

m.X=m,.Y

Como se observa en el Grafico 7(a), m, es la masa de liquido, m, es la masa del
sélido en equilibrio, X e Y, son los segmentos alli indicados. Si el grafico estd hecho
a escala correcta, los datos de X e Y, son los cm. que se miden en el grafico.

La otra ecuacién necesaria para resolver el problema es la que ‘surge de la con-
servacién de la masa durante la fusién: m,+m = gr. de masa original.

Veamos un ejemplo numérico que se corresponde con el Grafico 7(a):

Se tienen 10 g del sélido A+B de composicién 71,6% de B, 28,4% de A, (punto O)
PF , = 160°; PF = 148° Ty = 80° ;Cudnta masa de liquido y de sélido coexisten a
100°C?

Del grafico: X=1,1cm

Y=17cm
m, Y
= —= 154 m+m,=10g
m, X
~omy=10-m = 1,54 . m, somg (1,54 +1) =10 -
m,=395¢g ~my=605g
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Como se sabe que el sélido es B puro, en el liquido habra 2,84 g de A (todo lo que
habia esta fundido) + 3,21 g de B fundidos. Esta proporcmn llevada a porcentual
coincide con la que surge del grafico.

Es importante no confundir estos conceptos:

Composicién global original = 71,6% de B; 28,4% de A (es la cantidad rela-
tiva de ambas fases sohdas

Composicién de cada fase original = 100% de B; 100% de A.

Composicion de cada fase a 100°C = sélido 100% de B, liquido 53% de B;
47% de A.

Cantidad relativa de fases a 100°C: 1,54 mg = m;-

I.15 Otros sistemas soélidos

Todo lo visto hasta este punto se refiere a sistemas de dos sélidos, que son in-
miscibles en el estado sélido y miscibles al estado liquido. _

Tales sistemas, al solidificar, dan lugar a cristales puros de cada componente, se-
parados entre si por sus superficies cristalinas.

Un caso especial dentro de estos sistemas es el de mezclas eutécticas . (seccmn
1.9).

En la naturaleza se presentan otros sistemas de dos sélidos, cuyas curvas de
Temperatura de Fusién versus composicién, se complican.

Tales sistemas pueden clasificarse asi:

1) Dos sélidos inmiscibles al estado sélido y miscibles al estado liquido, pero uno
de los sélidos tiene puntos de transicién, por tener mds de una forma cristali-
na. ' '

-Ejemplo: agua-nitrato de amonio (PF 140°).

Puntos de transicién del nitrato amoénico:

Cibico == Romboédrico £ o Rémbico == B Rémbico === Tetragonal.
125° 84° 32° -18°

i1) Los componentes son sélo parcialmente miscibles en el estado liquido, y
las fases sélidas siguen siendo componentes puros. Ejemplo: fenol-agua; resorcina-
benceno.

iii) Los componentes A y B son inmiscibles en el estado sélido, pero a su
vez, forman compuestos de PF definido, llamado Punto de Fusiéon congruente.
(AB; A,B; AB,; etc.) Ejemplo: ~
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A PF, B | PE, Compuesto | PF congruente
Oro 1064°C | Estafio 232°C AB 495°C
Urea 132°C | Fenol 43°C AB, ~ 61°C
Difenilamina 53°C | Benzofenona 48°C | AB 40°C

iv) Los dos componentes son inmiscibles al estado sélido y forman un compues-
to, pero que se descompone antes de llegar a su PF- (Punto de fusién no con-
gruente.)

Ejemplo:
A B Compuesto con PF no congruente
Oro Antimonio AB,
Acido Pferico Benceno _ 7 AB
Acetamida Acido Salicflico ' AB

v) Los compuestos son solubles en el estado sélido y liquido. En estos ca-
sos las curvas de PF vs. composicién pueden:

a) No presentar mdximo ni minimo (son del tipo mostrado en la Seccién I11.8).
Ejemplo: naftaleno-Bnaftol; d y l-alcanfor.

b) Presentan un PF maximo o minimo (son del tipo mostrado en la seccién IIL.9).
Ejemplo: d y l-carvoxima (mdximo); p-cloroiodobenceno-p-diclorobenceno (mini-
mo). '

vi) Los dos componentes son sélo parcialmente miscibles en el estado

sélido. :
Ejemplo 1: naftaleno-4cido monocloroacético (con eutéctico).
Ejemplo 2: cloroiodobenceno-p-di-iodobenceno (sin eutéctico).

vii) Los componentes son miscibles al estado sélido y forman un com-
puesto. : :
Ejemplos:; iodo-bromo
magnesio-cadmio.
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PUNTO DE FUSION
Consideraciones experimentales

1.16 ;Como se puede medir un PF?
a) Método del Tubo Capilgr

El método mas usado para determinar el punto de fusién es el del tubo capilar,
para lo cual se emplea tubo de vidrio neutro (los vidrios alcalinos alteran el punto
de fusién de las sustancias orgdnicas) que previamente se ha lavado con agua des-
tilada y secado. :

Los tubos capilares se preparan de la siguiente manera: se calienta un tubo de
vidrio blando, limpio, (de paredes finas) de 6 a 8 mm de didmetro, o bien un tubo de
ensayos, rotando el mismo en la llama de un mechero hasta que el vidrio se ablan-
de. Entonces se lo retira del fuego y se lo estira, de modo que resulte un capilar del-
2 mm de diametro externo.

Una vez frio el tubo, se corta en trozos de 8-10 cm de largo y se cierra por un ex-
tremo, colocandolo horizontalmente en la misma llama, cuidando de no formar un
bulbo de vidrio demasiado grueso. Los capilares preparados se guardan en un tubo
de ensayos limpio y cerrado.

Para el llenado de los tubos capilares se coloca una pequefia porcién de la sus-
tancia seca en un vidrio de reloj o plato poroso y se pulveriza con la ayuda de una

espatula, formando finalmente un monticulo. Se introduce en el mismo el extremo ~

abierto del capilar y el sélido se hace bajar golpeando suavemente el extremo cerra-
do del tubo en la mesa, permitiendo al mismo tiempo que se deslice el tubo entre los
dedos para impedir su rotura. Este proceso se repite hasta que se forme en el fon-
do del capilar una masa compacta de 2-3 mm de altura. La sustancia que queda ad-
herida a la parte externa del capilar debe limpiarse para impedir que arruine el ba-
fio en el cual se determinara el punto de fusién. '

En el Grifico 8 se observan disefios de tres aparatos que permiten determinar el
PF por método del tubo capilar.

El aparato mas sencillo para tomar el PF consiste en un balén de 100 ml de ca-
pacidad con tubos laterales y el cuello largo, lleno hasta las 3/4 partes con acido sul-
farico (o con glicerina) (Gréfico 8(c) ).

Los capilares se introducen por los tubos laterales y se ponen en contacto con el
bulbo del termémetro. El termémetro se fija por medio de un tapon de corcho, al
cual se le ha practicado una ranura para permitir ver la escala integra, asi como
permitir la libre expansion del aire en el aparato. :

Luego se calienta rapidamente en una primera determinacién con el objeto de
establecer aproximadamente el punto de fusién. En una segunda determinacidn,
con un nuevo capilar, se efectia un calentamiento rapido hasta unos 20° por deba-
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Ternsrats Termémetro

Orificios para
capilares
Lente €——_;

Elemento de
calentar muestra
eléctrico cerrado

Fuente de Control de voltaje

luz

a)

Corcho perforado

i1 1w Termdmetro

Muestra

Glicerina 6
Acido sulfirico

c)

-a) Tubo de Thiele.
b) Aparato Biichi, modelo Dr. Tottoli.
c) Balén Kjeldhal modificado para Punto de Fusién.

Grdfico 8. Distintos aparatos que permiten la determinacién del Punto de
Fusién por el método capitar.
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jo del punto de fusién encontrado en la primera determinacidn, siguiendo con una
velocidad de calentamiento de aproximadamente 2°/ minuto, hasta que la sustancia
funda.

Es conveniente observar la fusiéon con ayuda de una lupa y una lampara ubica-
da lateralmente. Se anota la temperatura en que la sustancia comienza a fundir y
aquella en la que la fase sélida ha desaparecido totalmente.

El bafio de acido sulfiirico no debe calentarse por encima de 220° pues corre el
riesgo, sobre todo si se trata de acido ya usado, de que hierva y salte violentamen-
te. Cuando el baiio se ennegrece por el uso, se puede aclarar agregando un cristali-
to de nitrato de potasio y calentando a 200°. Esto no debe hacerse mas de 2 6 3 ve-
ces. ' : '
Si es necesario determinar temperaturas mads elevadas de las que permite un ba-
fio de acido sulfirico (220°), se puede emplear una mezcla de acido sulfurico y sul-
fato de potasio (7:3), con lo que se llega a 325°. El bafio de glicerina puede usarse
hasta temperaturas de 160°C.

El punto de fusién de una mezcla puede presentar caracteristicas que merezcan
ser mencionadas. Generalmente suele describirse dentro de un rango de tempera-
turas que, como se ha dicho para sustancias puras, es muy estrecho. Pero algunas
sustancias puras pueden presentar ablandamientos previes a temperaturas mids
bajas que la de fusion propiamente dicha y en estos casos se indica de la siguiente
manera: PF=115°(abl.), funde a 142°, Algunas sustancias se descomponen al fundir,
y esto se indica asi: PF= 134°(d).

Una causa de error en la determinacién del punto de fusiéon res1de en la dilata-
ci6n desigual de la columna de mercurio del termémetro a medida que se aleja de
la zona caliente del bafio. La temperatura de fusién leida, se corrige debido a la co-
lumna de mercurio emergente. Esta correccién es aplicable a los puntos de fusién
altos.

Se aplica la siguiente formula: C= 0,000158 (Tt)n donde, T= Temperatura leida;
t= temperatura media de la columna emergente (que se determina con otro termo-
metro colocado en la parte media de la columna emergente); n= niimero de grados
de la columna emergente; 0,000158= coeficiente de dilatacién aparente del mercu-
rio para temperaturas inferiores a 150°. Esta correccién a la ternperatura leéida se
suma y el punto de fusién se indica asi: PF 221°(corr).

b) Método de Fisher-Johns.

Este método utiliza un aparato como el del Grafico 9(a).

Consiste en un disco de metal (A) sobre el que se colocan entre 2 cubreobjetos
(B), unos cristalitos de la muestra. El disco se calienta eléctricamente, con veloci-
dad regulable (C). Se observa la fusién con ayuda de una lupa (D), y se lee la tem-
peratura en el termdmetro del aparato (T) (generalmente se puede leer hasta 280°
6 300°C).
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Control de voltaje (C)

Termémetro

'Grdﬁ'co 9. Aparatos de Fisher-Johns (a) y de Kofler (b) para determinacién del
Punto de Fusién. |

¢) Método de Kofler

En el Grafico 9(b) se observa el aparato de Kofler para determinaciones de
Punto de Fusién. Se emplea en general para sustancias que se descomponen por ca-
lentamiento gradual con el método del tubo capilar. Consiste en una determinacién
rapida. La muestra se deposita en la superficie del banco caliente (A), el que pre-
senta un gradiente de temperaturas constante y calibrado. Se mueve la zapata des-
plazando a la muestra a lo largo del banco hasta empezar la fusién y se lee su va-
lor sobre la escala (B). La superficie del banco debe estar siempre limpia.
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CAPITULO II

Recristalizacion
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PURIFICACION DE UNA SUSTANCIA ORGANICA POR EL
METODO DE RECRISTALIZACION

Consideraciones tedricas

I1.1 ;Qué se entiende por recristalizacion?

Los compuestos orgénicos obtenidos por sintesis o por aislamiento a partir de
sustancias naturales, no son puros ya que usualmente estdn mezclados con
menores cantidades de otros compuestos (impurezas) que es necesario eliminar. Por
lo tanto, los productos brutos obtenidos se someteran a repetidas purificaciones
hasta llegar a las constantes fisicas cuyo valor registra la literatura (punto de
fusion, de ebullicién, poder rotatorio, etc.) o, en el caso de sustancias no descriptas
con anterioridad, hasta constancia en el valor de dichas propiedades y en el an4li-
sis cuantitativo de sus elementos (C, H, N, halégenos, etc.).

La tendencia general, si la sustancia aislada es sélida, es la de buscar disol-
ventes de los cuales la sustancia cristalice, pues la obtencién de una sustancia al
estado cristalino puede ser un método para purificarla y describir sus propiedades.
Esto no es rigurosamente cierto en todos los casos, puesto que hay sustancias amor-
fas y aun siruposas que dan excelentes anilisis elementales.

Recristalizacién: Es el procedimiento utilizado para separar un compuesto séli-
do de sus impurezas, basandose en la diferencia de solubilidades de ambos, en
algun solvente, o mezcla de solventes.

I1.2 Factores que afectan la solubilidade de una sustancia

a) La solubilidad de un soluto en un solvente particular varia con la temperatu-
ra. La mayoria de los compuestos organicos son mas solubles en solventes calientes
que en el mismo solvente frio. Algunos ejemplos se ven en la Tabla I1.2.

b) Otro factor que modifica la solubilidad de un soluto, es el “efecto de ion
comun”, basado en el principio de Le Chatelier.
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Tabla I1.2 Efecto de la temperatura sobre la solubilidad.

Soluto Solvente Temp. °C Solubilidad g/100mL
. 20 25,0
Acetamida Etanol 60 957.0
. 25 0,56
Acetanilida Agua 100 5.0
Acido A a' 18 : 0,27
Benzoico gua 75 2,2
17 1,0
Colesterol Etanol 78 11.0
18 1,3
Iodoformo Etanol 78 | 78
Acido 20 6,8
Sucefnico Ag{ i 100 121,0

I1.3 Relacién entre la estructura molecular y la solubilidad

Para predecir la solubilidad de un soluto en un solvente dado, es necesario te-
ner presente las caracteristicas de ambos.

Para el soluto tendremos en cuenta su caracter iénico o la polaridad de la molé-
cula, su peso molecular, la relacién entre éste y los grupos polares presentes y su
capacidad para formar puentes hidrégeno.

En lo que respecta al solvente, deben con51derarse su polaridad, posibilidad de
formar puentes hidrégeno, caracter dcido o basico, y su constante dieléctrica. En la
Tabla II.3(a) se detallan caracteristicas de los disolventes mds utilizados en el labo-
ratorio.

Uno de los factores principales que hay que tener en cuenta al considerar la so-
lubilidad de un soluto en un solvente dado, es la polaridad de ambos compuestos.
Las uniones interatémicas exhiben distintos grados de polaridad y la suma vecto-
rial de estos dipolos locales puede determinar que en la molécula los centros de car-
ga positiva y negativa no coincidan, es decir, que sea polar.
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Tabla I1.3 (a). Disolventes usuales

Disolvente Constante Punto de Comentario
dieléctrica ebullicién
Eter .
de petréleo 1,9 Variable Inflamable
Hexano 1,9 69°C Inflamable
Ciclohexano 2,0 81°C (PF 7°C) Inflamable
Dioxano (2,22 101°C (PF 12°C) Completamente miscible con H,O
Benceno 2,3 A 80°C (PF 5,5°C) Inflamable
Sulfure
de carbono 2,6 46°C Con olor, inflamable
Eter '
Diet1lico 4,3 35°C Inflamable
Cloroformo 5,0 61°C
Acetato
de Etilo 6,4 77°C
Acido
Acético (7,1)2b 118°C (PF 16°C) Corélpletamente miscible con H,yO;
: 4cido
Tetrahidro- :
furano (7,6)2 65°C Completamente miscible con H,O
Piridina (12,52 115°C Completamente miscible con H,0;
_ bésica _
Alcohol
Isopropilico 15,7b 82°C Completamente miscible con H,O
Acetona : 21,4 56°C Completamente miscible con H,O
Etanol 24,3b - 78°C Completamente miscible con H,O -
Metanol 33,1P 65°C Completamente miscible con H,0
Acetonitrilo 33,9 81°C _ Completamente miscible con H20
Dimetil-- ' -
formamida 36,70 153°C Completamente miscible con H,0
Sulféxido ~
de Dimetilo 48,9 189°C Completamente miscible con H,0
Agua 8ob 100°C Completamente miscible con-H,O

a) La constante dieléctrica se afecta enormemente con trazas de agua. Estos disolventes, como se
obtienen ordinariamente, son mucho m4s polares debido a la presencia de agua.
b} Solventes que presentan uniones del tipo puente de hidrégeno.
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Los solventes fuertemente polares disuelven solutos idnicos, o altamente pola-
res, pero no sustancias de baja polaridad.

Analogamente, los solventes poco polares no disuelven eficazmente a las sustan-
cias iénicas o muy polares, pero si, a las poco polares.

En este principio general se basa la regla que dice que “lo s1m11ar disuelve lo si-
milar”, que ya habiamos enunciado en la seccién 1.7, S

Otro factor importante es la posibilidad de formacién de uniones puente hi-
drégeno. En el caso de agua, metanol, ete. la posibilidad de formar puentes hidré-
geno soluto-solvente, facilita la disolucién de aquellos solutos que puedan partici-
par en este tipo de unidn.

Asi, las sustancias con grupos hidroxilos son generalmente muy solubles en agua
y metanol, un poco menos en etanol y asi en orden decreciente a medida que crece
el peso molecular del alcohol; estos casos son ejemplos tipicos en los que la solubili-
dad se favorece por formacién de uniones hidrégeno entre el soluto y el solvente. Los
grupos -COOH y -SO,H aumentan la solubilidad de un compuesto en agua.

Desde el punto de vista general, los disolventes pueden clasificarse en polares y
no polares, existiendo ademads algunos de polaridad intermedia.

Entre los disolventes polares se tiene el agua, los alcoholes, la dimetilformami-
da (DMF), el dimetilsulféxido (DMSQ) y algunos acidos de bajo peso molecular (fér-
mico y acético).

La polaridad del agua y los alcoholes esta vinculada a la presencia del grupo -
OH. '

A medida que aumenta el peso molecular de los alcoholes, se observa practica-
mente una disminucién de la polaridad, la que puede atribuirse a que en la molé-
cula la parte no polar, o sea la cadena hidrocarbonada, va preponderando y la in-
fluencia del -OH disminuye.

Por ello, el agua tiene una polaridad maxima y el n-butanol minima, en la serie
de los solventes hidroxilados normales mds usados.

Entre los disolventes poco polares podemos citar el éter de petréleo (hexano), te-
tracloruro de carbono, ciclohexano, benceno y tolueno.

La constante dieléctrica de un liquido nos puede indicar, aproximadamente, la
polaridad del mismo para su empleo como solvente.

- Sin embargo, la polaridad real de cualquier liquido y su potencialidad como
solvente, es una combinacién de constante dieléctrica, posibilidad de formacién de
puentes hidrégeno y presencia de agua, o no, en dicho solvente.

Resumiendo, podemos establecer un orden practico en cuanto a la polaridad de
los solventes que se utilizan cominmente en el Laboratorio. Como se ve en la Tabla
I1.3 (b), la llamamos “serie eluotropica” ya que la necesitaremos nuevamente al es-
tudiar el Capitulo de Cromatografia, haciendo referencia al poder “eluyente” de los
solventes, que aqui utilizamos para disolver.
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Tabla I1.3 (b). Serie eluotrdpica de solventes.

Eter de Petréleo
Ciclohexano
Sulfuro de Carbono
Tetracloruro de Carbono
Benceno
Tolueno
Diclorometano (cloruro de metileno)
Cloroformo
Eter Etilico '
Tetrahidrofurano (THF)
Acetato de Etilo
Acetona
n-butanol
Etanol
Metanol
¢ Agua

Acido Acético

Sugerencia: Compare las Tablas 11.3 (a) y I1.3 (b).

I.4 Algunos ejemplos practicos

Para poder disolver y asi lograr extraer polisacaridos de tejidos vegetales, usual-
mente se hierve repetidas veces con agua el vegetal previamente pulverizado. La so-
Iucién acuosa contiene el polisacdrido, el que se precipita de la misma mediante una
disminucién de la polaridad del medio por agregado de cantidades crecientes de eta-
nol.

Las grasas y ceras (no pola.res) se extraen con éter o cloruro de metileno, a par-
tir de los tejidos animales o vegetales.

El empleo de acidos como disolventes ya sea para extraer o para recnstahzar de-
be ser encarado con cuidado, debido a su reactividad quimica, pues un disolvente
debe ser quimicamente inerte, es decir, que no debe haber peligro de que reaccione”
con las sustancias que se quieren extraer o purificar.

El efecto salino (salting out), se basa en aumentar la fuerza iénica de una solu-
cién acuosa (para hacerla mas polar) y lograr una d1sm1nuc10n de la solubilidad de
la sustancia organica disuelta.
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RECRISTALIZACION

Consideraciones experimentales

Generalidades

Una recristalizacién se lleva a cabo disolviendo al sélido impuro en el solvente
caliente, permltlendo luego que la solucién se enfrie; de esta forma, el sélido se se-
parara de la misma como precipitado cristalino.

El manipuleo de solventes requiere el uso de pipetas. Estas pueden ser gradua-
das o aforadas, y antes de utilizarlas debe verificarse si tienen aforo inferior, o 1ini-
camente superior. Para cargar las pipetas, se hace vacio en las mismas, desde su ex-
tremo superior con ayuda de una perita de goma. Una vez cargada con solvente, se
tapa el extremo superior con el dedo indice, y se lleva al volumen deseado permi-
tiendo la entrada de aire, con el consecuente drenaje de solvente.

Sugerencia: analice por qué los solventes muy voldtiles seran dificiles de retener
en la pipeta.

En el comercio pueden adquirirse adaptadores de seguridad para llenado y dre-
naje de pipetas (Propipetas), de goma inerte, que se utilizan para muestras liquidas
toxicas o corrosivas (Grafico 10).

Para medicién exacta de volimenes pequefios (hasta 1 ml), se consiguen dosifi-
cadores automaticos.

IL5 ;Coémo se recristaliza?

El método de purificacién de una sustancia por recrlstahzacmn comprende los
siguientes pasos: :

1) Seleccién del solvente adecuado.

2) Disolucién del sélido impuro en el solvente cahente

3) Decoloracién de la solucién.

4) Separacién de las impurezas 1nsolub1es por filtracién en caliente.
5) Cristalizacion del sélido.

6) Recoleccién de los cristales, por filtracién en frio.

7) Secado de los cristales obtenidos.

8) Determinacién de la pureza del sélido obtemdo

9) Calculo del rendimiento logrado.

Para que las impurezas se eliminen en forma definitiva, se necesita que éstas
sean totalmente insolubles en el solvente caliente (la muestra esta disuelta), o
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Pipeta aforada y graduada. _

Carga de una pipeta, con ayuda de un bulbo de goma.

Pipeta capilar con gotero.

Dosificador automdtico para pequefios voliimenes.

Propipeta: constituida con 3 vélvulas que se accionan por presién. Puede manejarse con una sola
mano. .

1 Se presiona el bulbo y la vélvula A, expulsando el aire interior. 2 Se presiona la vélvula inferior S
para cargar la pipeta por succién. 3 Se presiona la vdlvula E para dosificar el drenaje necesario.

® e TP

¥

Grdfico 10. Elementos para dosificar solventes.

bien, que sean totalmente solubles en el solvente frio (1a muestra esta como séli-
do cristalino). En ambas situaciones la muestra se separa de las impurezas por fil-
tracién, pero en caliente o en frio, segin corresponda.
El paso n° 3, se lleva a cabo tdnicamente, cuando la solucién (muestra + solven-
te) es coloreada, y el color se debe a impurezas, no a la muestra solubilizada.
Veamos en detalle cada uno de los pasos mencionados:

11.5.1 Seleccién del solvente adecuado
El punto clave para el éxito de la recristalizacién es la eleccién del solvente apro-
piado. Un solvente ideal para purificar un sélido por recristalizacién debe reunir las

siguientes caracteristicas: . '

a). No debe reaccionar con el soluto.
b) Debe disolver, al producto a purificar, mucho més a alta temperatura (normal-
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mente a P. de Ebullicién del solvente), que a bajas temperaturas (en general tem-
peratura ambiente o bafio de hielo); es decir, el cociente entre la solubilidad
- en caliente y en frio debe ser grande.

¢) La solubilidad de la sustanc1a a purificar debe ser lo més baja posible en el sol-
vente frio.

d) Debe disolver los contaminantes a bajas temperaturas o no disolverlos a alta
temperatura.

e) Debe tener un punto de ebullicién relativamente bajo para facilitar el secado de
los cristales humedos.

Los solventes que se utilizan cominmente estan en la Tabla I1.3 b).

Cuando dos o mas solventes resulten igualmente indicados para una recristali-
zacién, se usara el de mas facil purificacién, menor inflamabilidad y menor toxici-
dad y costo.

:Cémo se elige el solvente adecuado para cristalizar una muestra?

El criterio para elegir un solvente para recristalizacién no puede ser el mismo
que para efectuar una extraccién. En este ltimo caso debe procurarse una solubi-
lidad maxima de la sustancia a extraer en el solvente a elegir, aun a temperatura
ambiente.

Por eJemplo si bien el agua es un solvente 1til para extraer sustancias que po-
seen gran ntimero de hidroxilos en su molécula (por ejemplo polisacaridos), como di-
solvente de recristalizacion no es el mas adecuado, debiéndose usar otros menos po-
lares como son los alcoholes o mezclas de alcoholes con agua.

Cuando se trata de una sustancia conocida, se pueden consultar directamente
sus datos de solubilidad en un manual de Laboratorio. Pero, cuando la sustancia es
desconocida se debe recurrir a la determinacion experimental para seleccionar el
solvente adecuado.

Si bien las generahzacmnes antes descrlptas en lo que se refiere a polaridad de
sustancias y disolventes sirven como criterio orientador, no pueden sustituir a la de-
terminacién experimental para seleccionar el diso_lvente mis adecuado.

Esta determinacién se efectiia con unos pocos miligramos de muestra (10-20) en
un tubo de ensayos pequefio (10 x 75 mm) a los que se agrega gota a gota (agitando
con una varilla) y calentando, el disolvente que se considere apropiado. Si el com-
puesto se disuelve a temperatura ambiente, el solvente elegido no sirve para la re-
cristalizacion .

Si la sustancia no se disuelve después de agregar 1,5-2 ml en caliente se consi-
derara poco soluble y se hard un ensayo similar con otro solvente. Si esta vez se di-
suelve totalmente en caliente, se enfriard el tubo y se comprobara la aparicién de
cristales (espontanea o inducida por raspado con varilla de vidrio). Si la precipita-
cién es masiva, se ha encontrado el solvente correcto para la recristalizacion.

De no producuse la cristalizacién en frio, se seguird buscando otro dlsolvente
empleando siempre tubos de ensayo limpios y secos para cada ensayo. -
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- Puede ocurrir que queden particulas de impureza sin disolver, y esto se comprue-
ba por filtracién en caliente y ensayo de solubilidad de esas particulas en el mismo
solvente a ebullicién. Sino se disuelven, son nnpurezas insolubles que deben sepa-
rarse por filtracién en caliente.

En estos ensayos es necesario tener en cuenta que la buena disolucién de los cris-
tales depende, ademas de su solubilidad, de su tamaifio. Por ello es necesario usar
la sustancia preferentemente molida y agitar eficientemente con una varilla.

A menudo una sustancia es demasiado soluble en un disolvente y lo es muy po-
co en otro, por lo que se usan para recristalizacién ambos solventes conJunta-
mente, siempre que ellos sean totalmente miscibles entre si.

La técnica a seguir en estos casos es la de disolver la sustancia en caliente, en la
minima cantidad posible de solvente en el cual sea mds soluble y luego agregar go-
ta a gota el otro solvente, agitando hasta ligera turbidez permanente; finalmente se
agrega una pequefia cantidad del primer solvente gota a gota hasta total disolucién,
siempre en caliente. Luego se enfria para comprobar la cristalizacién.

Frecuentemente ocurre que al agregar el solvente en el que la sustancia es me-
nos soluble, el grado de sobresaturacién obtenido es demasiado alto y el precipita-
do es coloidal o aceitoso. En estos casos la recristalizacién se hara mediante el agre-
gado lento del solvente en el que la sustancia es menos soluble, y se enfriara lenta-
mente raspando las paredes del recipiente con varilla de vidrio.

Los alcoholes de bajo peso molecular son frecuentemente usados en combinacién

_con un solvente no polar. Pares de solventes muy ttiles son: alcohol-agua; éter eti-
lico-pentano; cloroformo-hexano; benceno-éter de petréleo; alcohol absoluto-éter eti-
lico.

Conviene que los solventes del par tengan puntos de ebullicién cercanos, para
evitar variaciones en la composicién de la mezcla al calentar o filtrar por succién
(evaporacién del mas volatil).

I1.5.2 Disolucion del sélido impuro en el solvente (o mezclas de solventes) caliente

El sélido impuro debe disolverse en la minima cantidad de solvente caliente
para facilitar un maximo de recuperacién de la muestra, cuando se enfrie la solu--
cion.

Si la cantidad de sustancia a recristalizar supera a la que cémodamente se pue-
de tratar en un tubo de ensayo, y el solvente a utilizar es inflamable 0 muy volatil,
se armara un aparato de reflujo, como se muestra en el grafico 11. En el caso en que
el solvente es inflamable debe utilizarse una plancha calefactora —en vez de me-
chero— (Grafico 11b) y un bario de aceite, glicerina o agua, dependiendo de la tem-
peratura final deseada.

El disolvente se agrega al sélido depositado en el recipiente en pequefias canti-
dades por la parte superior del refrigerante (jretirando, previamente, el meche-
ro!), y calentando unos minutos después de cada agregado. Con el reflujo nos ase-
guramos de que no se pierda solvente por evaporacién durante la disolucién en ca-
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liente. Esto resulta fundamental cuando se agrega una mezcla de solventes, ya
que si el sistema fuera sin reflujo, se perderia el solvente mds volatil, modificando-
se continuamente la relacién de los mismos, que se habia cons1derado cOImo optlma
en los ensayos preliminares (seleccion del solvente).

Esta caracteristica de mayor evaporacién del solvente més volatil, lo estudiare-
mos en detalle en el Capitulo ITI: Punto de Ebullicién.

I1.5.3 Decoloracion de la solucién

Cuando la muestra a recristalizar es coloreada, al ser disuelta dar4 una solucién
coloreada. Algunas veces ocurre que la muestra no es coloreada, pero la solucién si,
debido a la presencia de impurezas coloreadas.

Estos contaminantes solubles se eliminan por adsorcidén selectiva sobre la su-
perficie del carbén activado.

El carbén se agrega en pequefia cantidad a la solucién caliente, previo al paso de
filtracion.

Como en la superficie del carbén también se puede adsorber algo del compuesto
que se intenta purificar, es esencial agregar poco (no més de un 2%).

Es importante que la solucién no se encuentre sobrecalentada antes del agrega-
do del carbén por lo que generalmente se saca el recipiente del fuego durante un
breve lapso, y luego se agrega una punta de espatula de carbén cada 50 ml de sol-
vente, aproximadamente.

a) b)

Grdfico 11. Aparatos para reflujar sistemas liquidos de solventes inflamables. (a)
con mechero; (b) con manta calefactora regulable.
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I1.5.4 Separacién de las impurezas, filtracién en caliente

La filtracién es una téenica en la cual el liquido se hace pasar por una barrera
porosa, tal como un papel de filtro o un vidrio sinterizado.

Cuando se esta llevando a cabo unarecristalizacién, a menudo se requiere filtrar
en caliente. Esto ocurre cuando se observan impurezas insolubles en la solucién a
ebullicién de la muestra a recristalizar, o bien, cuando se ha agregado carbén deco-
lorante.

La filtracién en caliente puede realizarse por gravedad o por succién. La eleccion
del método se hara en funcién de la disponibilidad del material de laboratorio nece-
sario.

Las impurezas insolubles y el carbén decolorante se deben eliminar estando la
solucién caliente (en frio precipitarian también los cristales deseados), y el punto
clave es que durante este proceso de filtracion, no se enfrie la solucién.

En muchos casos la filtracién puede hacerse simplemente por gravedad utili-
zando un papel de filtro plegado, como se muestra en el Grafico 12.

El plegado del papel tiene dos propésitos: por un lado, aumenta la superficie de
contacto entre el papel y el liquido; y, por otro lado, disminuye el area de contacto
entre el embudo y el papel de filtro. Ambos hechos mejoran la velocidad de filtrado.

Otra forma de filtracion es la que utiliza succién, técnica que permite una filtra-
cién rapida, pero que requiere material de laboratorio especial.

Para la filtracién por succién se utiliza un embudo Biichner o un embudo Hirsch,
perfectamente adaptados (con tapén de goma perforado) a un Kitasato frasco o tu-
bo, a través del cual se hace succién (generalmente con una trompa de vacio conec-
tada a una canilla). :

Sobre la placa perforada del embudo Bichner se coloca un papel de filtro circu-
lar que no toque las paredes del embudo, y que no tenga pliegues que impidan el
buen cierre.

El aparato que se utiliza se muestra en la Grafico 13 (a).

Siempre deben sostenerse a un soporte los equipos de filtracién para evitar que
vuelquen.

La filtracién en caliente por succién, puede tener algunas complicaciones.

Por ejemplo, solventes muy volatiles como acetona —o mezclas de solventes co-
mo éter etilico-éter de petréleo—, podran evaporarse por efecto de la succién, modi-
ficando la proporcién de solventes en la mezcla, o enfriando al embudo, generando
en él la prematura formacion de cristales. Estos cristales precipitados en el embu-
do, junto con las impurezas que se querian eliminar, conducen a la disminucién del
rendlmlento de la cristalizacion.

Para evitar esto, es conveniente agregar a la solucion una pequena cantidad de
solvente calierite en exceso, previo a su filtrado y realizar la filtracién en pequefias
porciones manteniendo a la solucién en constante ebullicién durante el proceso.

En todos los casos, antes de filtrar, se calienta el embudo y se moja el papel de
filtro con el solvente caliente que se estd ut1l1zando para lograr adherencia perfec-
ta sobre la placa filtrante.
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Grdfico 12: Filtracién con papel de filtro. a) Plegado del papel de filtro: orden
de dobleces. b) Filtracién por gravedad con papel de filtrg plegado.

Si se quieren separar impurezas insolubles en caliente, cuyo tamarfio de particu-
la sea tan pequefio que atraviese el papel de filtro, debera emplearse un lecho de
Celite (= tierra de diatomeas = filtercel). _

Si el volumen a filtrar en caliente es pequefio, esta operacion se realizara en un
embudo de Hirsch (Grifico 13 (b)), teniendo también la precaucién de que el peque-
1o circulo de papel de filtro que se va a emplear, ajuste perfectamente sobre el fon-
do perforado y no se pliegue sobre las paredes del embudo. Estos dispositivos se ar-
maran sujetdndolos a un soporte para evitar que se puedan volcar.
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Embudo Biichner
(porcelana)

Observacién de la placa Embudo de Hirsch

filtrante y el papel a (porcelana)
través de un corte

Agarradera
Suceién
Agarradera ! Suecién
b
Tubo
Frasco

Kitasato A Kitasato

= Tubo de

- | ensayo

E—P Alambre

a) b)

Grdfico 13: Aparatos para filtracién por succién. (a) con embudo Biichner; (b)
Hirsch.

;C6émo armar el lecho de tierras diatomeas?

Se suspende la cantidad necesaria de Celite en el mismo solvente caliente que
se esta utilizando. Se vuelca sobre el Biichner o Hirsch ya preparado (y entibiado),
y se hace succién. El lecho debera cubrir todo el fondo del embudo y tener un espe-
sor de 2 a 3 mm. Antes de que se seque el Celite se filtrard la solucién, evitando asi
que se formen grietas en el lecho, lo que disminuiria su eficacia.

En ciertas ocasiones, es conveniente agregar Celite a la solucién caliente que
contiene carbén. Se vuelca luego sobre el embudo, inmediatamente después de apli-
car succion.

La filtracién por lecho de celite siempre demanda més tiempo y cuidados que
una filtracién por gravedad o succién sin él. Esta demora, a menudo conduce al en-
friamiento parcial del aparato y el riesgo consecuente de una cristalizacion masiva
prematura en el embudo. Para evitar esto, es conveniente agregar un pequeno ex-
ceso del solvente en el que se recristaliza; de esta forma, la solucién no estara tan
criticamente cerca de su valor de saturacién a ebullicién.

Mientras tiene lugar la filtracién, se va colocando la solucién en pequenas por-
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ciones sobre el embudo y el volumen restante a filtrar se mantiene caliente hasta el
final de la filtracién.

Una vez que se ha hecho pasar toda la solucién se lava el recipiente original con
un poco de solvente caliente y se pasa por la capa filtrante.

Si en el filtrado recogido, se formaron cristales, debido al contacto con las pare-
des frias del Kitasato, dicho contenido se vuelve a calentar. Se disuelven asi, los
cristales y se pasa la solucion a un Erlenmeyer limpio para su cristalizacién defini-
tiva.

La solucién se cubre y se deja enfriar.

Sugerencia: ;Coémo procederia para recuperar los cristales de muestra que se
formaron en el embudo, por enfriamiento de la solucién, durante la
filtracion en caliente?

II1.5.5 Cristalizacién del sélido

Una vez que se ha efectuado la filtracién en caliente, se enfria al mismo tiempo
que se raspan las paredes internas del recipiente con una varilla de vidrio de pun-
ta redondeada.

Esta operacién, que debe efectuarse suavemente, permite la formacién de peque-
fias particulas, que actuaran como niucleos de cristalizacién, El enfriamiento de la
solucién debe hacerse a una velocidad moderada para obtener cristales medianos.
Conviene evitar la formacién de cristales muy pequefios (por enfriamiento rapido),
pues, en conjunto, poseen una gran superficie de adsorcién, en la que queda fijada
una mayor cantidad de impurezas.

Si el solido no cristaliza, se pueden utilizar los siguientes pasos para inducir la
cristalizacion:

1)  Raspar durante mas tiempo las paredes del recipiente, con una varilla de vi-
drio de punta redondeada, y por debajo del nivel de la solucién.

i) Agregar un cristal del compuesto puro (siembra). (Si tales cristales no se tie-
nen, se pueden lograr por evaporaciéon de una alicuota de solvente, o por en-
friamiento dréstico de una porcién de solvente).

1i) Enfriamiento de la solucién a una temperatura inferior a 0°C (mezclas fri-
gorificas de hielo-sal, etc.).

iv) Evaporar parte de la solucién y reenfriar (se debe tener cuidado de no impu-
rificar la sustancia deseada, por descomposicién de la misma durante un ca-
lentamiento prolongado).

A veces la sustancia se separa de la solucién como un jarabe que cristaliza con
dificultad o no cristaliza. En estos casos es conveniente diluir un poco la solucién y
dejarla evaporar espontdneamente a temperatura ambiente, raspando en cuanto
empiece a enturbiarse.
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Cuando este método fracasa se puede enfriar varios dias en la heladera o inten-
tar directamente una segunda recristalizacién del jarabe depositado en el fondo del
recipiente previa decantacién del liquido sobrenadante. En ocasiones, se necesita
recuperar mayor cantidad de muestra, y, por ejemplo, se concentran las aguas ma-
dres de cristalizacién, para luego enfriar y recoger una nueva cosecha de cristales.

Sugerencia: ;Qué puede decir acerca de la pureza de los cristales de esta nueva
cosecha?

11.5.6 Recoleccion de los cristales, filtracién en frio

Una vez producida la cristalizacién en frio, se separan los cristales mediante fil-
tracién al vacio. Para cantidades grandes del producto se emplea un embudo Biich-
ner del tamafio adecuado, mientras que para pequefias cantidades se usa un embu-
do Hirsch. Ambos se preparan como se indic6é para la filtracién en caliente; obvia-
mente, en este caso no debe emplearse celite, debiendo estar la superficie del papel
de filtro perfectamente limpia, lisa y adherida la placa perforada. Se vuelca a con-
tinuacién la suspension de cristales sobre el centro del papel de filtro con ayuda de
una varilla de vidrio mientras se aplica succion.

Frecuentemente parte de los cristales quedan en el recipiente, siendo convenien-
te pasar una parte del liquido filtrado o liquidos madres al recipiente original para
poder trasvasar con su ayuda los cristales.

Luego los cristales deben ser lavados con el objeto de eliminar los liquidos ma-
dres que los impregnan, los cuales, por secado, depositaran sobre las superficies de
los cristales las impurezas que llevan disueltas. El solvente de lavado es general-
mente igual al empleado para la recristalizacién y debe usarse la menor cantidad
posible para evitar pérdidas por disolucién,

Sugerencia: ;Cudndo lavaria los cristales con un solvente distinto del utilizado
en la recristalizacién?

Para efectuar los lavados se interrumpe la succién y se humedecen los cristales
que se hallan en el embudo con el solvente frio. Con la ayuda de una espatula o va-
rilla de vidrio con la punta redondeada, se agita cuidadosamente para que el solven-
te impregne toda la masa cristalina y lave asi los liquidos madres.

Se aplica nuevamente succién y se ayuda al drenado de los liquidos madres, pre-
sionando el precipitado con un tapdn chato de vidrio o con una espatula curva. Es-
te lavado conviene repetirlo dos veces mds, a menos que se observe una apreciable
disolucién de los cristales en el liquido de lavado.

I1.5.7 Secado de los cristales

Los cristales obtenidos por recristalizaci6n tienen solvente absorbido. La evapo-
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racién del solvente de la superficie de los cristales se conoce como secado, y se rea-
liza segin la técnica general de secado de sélidos, que se discute en la seccién 11.6.

Si el solvente de recristalizacién es voldtil, los cristales pueden secarse al aire,
en lugar calido y debidamente protegidos del polvo del ambiente.

Si el solvente fuera dificil de evaporar por exposicién al aire, puede utilizarse un
desecador con conexion al vacio (ver Grafico 14).

En el caso en que los cristales estuvieran hiimedos y su secado requiriera condi-
ciones mas drasticas puede utilizarse una pistola secadora (seccién I1.6).

I1.5.8 Determinacién de la pureza del sélido obtenido

Una forma de determinar la pureza del sélido consiste en tomar su punto de fu-
sién, como se vio en la seccién 1.8 (i).

Los métodos experimentales para determinar el punto de fusidn, fueron descrip-
tos en la seccidon 1.16.

Otro método de controlar la pureza es el de cromatografia en capa delgada, cu-
yas consideraciones tedricas y experimentales se veran en el Capitulo de Cromato-
grafia

I1.5.9 Cdlculo del Rendimiento de una recristalizacion

a) Céalculo experimental.

Una vez realizado el proceso de recristalizacion, interesa calcular el rendimien-
to del mismo, es decir, la recuperacién de masa respecto de la masa inicial someti-
da a recristalizacion.

masa final obtenida

Rendimiento = x 100
masa inicial

Los datos de la ecuacién son experimentales.

Sugerencia: (Cémo afecta el rendimiento una gran cantidad de impureza? (ma-
sa inicial= muestra + impureza).

Sugerencia: Si la muestra est4 inicialmente pura, jpuede lograr un 100% de
rendimiento?

b) Célculo tedrico

Si la muestra es conocida y se cuenta con los datos de solubilidades en frio y en
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caliente, se podra calcular qué cantidad exacta de solvente se requerird para la di-
solucién total en caliente, y qué masa de muestra precipitara al enfriar (serd la ma-
sa final que se recupere).

Veamos un ejemplo numérico:

El 4cido benzoico tiene los siguientes datos de solubilidades en agua: a 0°C= 1,7
gflitro (solubilidad en frio= Sy); y a 100°C= 68,5 g/l (solubilidad en caliente S)).

Si se parte de 10 g de Acido benzoico, indicar:

1) Minima cantidad de solvente caliente para recristalizar.
ii) Masa solubilizada al enfriar. (masa_; ¢,)
111) Rendimiento tedrico.

Respuesta

1) Cantidad minima de solvente para disolver los 10 g en caliente:

i

masa inicial 10
V= = =0.1461
S 68,5

4

i1) Masa que queda soluble en el volumen V, al enfriar:
m, g = Ve Sgp, = 0,146 x 1,7 = 0,248 ¢

ii1) El ealeulo de rendimiento, suponiendo que no hubo pérdidas experimentales.
sera:

masa inicial - m_, 10 - 0,248 (1)
<L 2 100= — ' x100=97,5%
masa inicial 10

Se observa que factoreando en (1) =

masag; fio

Rendimiento = (1 — ) x 100 es decir,

masa inicial

S¢V S, 1,7
Rendimiento = (1- —)x100=(1- — )x100=(1- — )x 100 =97,5%
SV Sy 68,

Como Sy nunca es cero, el rendimiento, nunca serd del 100 %. Pero, cuanto me-
nor sea el cociente S / S, mejor sera la recuperacién de masa lograda.

(Releer la seccion 11.5,1 (b)). 3

55



Ediciones Zorro Siglo XXI
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

Sugerencia: Dado que el cdlculo de rendimiento tedrico se pudo expresar en fun-
cién de pardmetros tabulados, jcomo calcularia el rendimiento teé-
rico para una segunda recristalizacién?

I1.6 Consideraciones generales del secado de sélidos en el laboratorio

El secado de sélidos se puede realizar en la estufa a temperaturas elevadas en el
caso de sustancias no sensibles al calor. Mejor y mas delicado es, sin embargo, el se-
cado en el desecador o a temperatura elevada en la pistola de secado (Grafico 14).
La mayoria de las veces, puede aumentarse la eficacia de secado si se utiliza un
agente desecante y se aplica, ademads, el vacio. Para secar al vacio son inadecuados
los desecantes de accién fisica como el acido sulfiirico, la silica, la aliimina y los ta-
mices moleculares. Los desecantes mds utilizados cuando se utiliza vacio son pen-
toxido de fésforo o hidréxido de sodio sélido.

Al vacio

Vilvula para vacio

Bandeja perforada

Desecante

Cadmara para

la muestra Horno Te Al vacio
i —

5

Cdmara

a)

Perilla de
control

b)

Grdfico 14.: Equipos para secado de sélidos. (a) en desecador; (b) en pistola de
vacio.
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CAPITULO III

Punto de ebullicion
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PUNTOS DE EBULLICION

Consideraciones Teoricas

PARTE A
LIQUIDOS TOTALMENTE MISCIBLES

IIL1 ;Qué es la presion de vapor de un liquido?

Si se deja un liquido en un recipiente abierto, se evaporara.

La evaporacién es el escape de las moléculas de la fase liquida a la fase vapor (si
el recipiente estd abierto, no hay condiciones de equilibrio liquido-vapor).

Si se coloca un liquido en un recipiente cerrado, en el que se ha hecho vacio, el
liquido se evaporara hasta que su vapor llegue a una presién, cuyo valor sera ca-
racteristico de dicho liquido, para cada temperatura (Presién de vapor en equi-
librio).

Se dice, entonces, que el ambiente estd saturado de ese vapor.

HI.2 ;De qué variables depende?

Las experiencias demuestran que a una dada temperatura la presién de va-
por de una sustancia liquida (en contacto con dicho liquido) tiene un valor cons-
tante, e independiente de la cantidad total de liquido o de vapor, presentes en el
sistema. (Aclaracion: el valor de la presion de vapor de un liquido puro no depende
de la cantidad del mismo. En el caso de soluciones liquidas, la presién de vapor de-
pendera también de la concentracién, pero esta variable la tendremos en cuenta
mds adelante, a partir de la seccion I11.6).

La presién de vapor, que se mide generalmente en mm de Hg (mercurio), aumen-
ta con el incremento de la temperatura del sistema, como se observa en el Grafico
15.

Cuando el Servicio Meteorolégico sefiala, por ejemplo, una temperatura de 25°C
con 40 % de humedad relativa ambiente, estd diciendo que para esa temperatura la
atmosfera tiene el 40 % del valor de presién de vapor que le corresponderia en es-
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tado de saturacién (25 mm de Hg, aproximadamente, segin la curva de equilibrio
del Grafico 15), es decir, 10 mm de Hg.

Sugerencia: asocie cualitativamente este Grafico 15 con el I.1.

1600
1600
1400
1300
1200
1100

Presién en mm de Hg
2

116

0 20 40 60 80 9% 120 140

Temperatura °C

Grdfico 15. Curvas de Presién de Vapor versus Temperatura para liquidos puros

II1.3 ;Qué es el Punto de Ebullicién de un liquido?

Cuando la presién de vapor de un liquido aumenta, por incremento de la tempe-
ratura, llega un momento en que ésta alcanza el valor de la presién externa que es-
ta soportando el sistema. En el Grafico 15 se observa que, bajo una presién de una
atmésfera, la curva de equilibrio del agua alcanza el valor de 760 mm de Hg de pre-
sién de vapor, a una temperatura de 100°C. Se dice, entonces, que el agua ebulle.

Se define el punto de ebullicién (PEb) de un liquido como la temperatu-
ra a la cual la presiéon de vapor del mismo es igual a la presién total que
soporta el sistema (si la presién total es 760 Hg, se lo llama PEb normal).

Cuando el liquido ebulle la evaporacién ya no es un fenémeno superficial y ocu-
rre también por formacién de burbujas dentro del seno de la solucién.

Si a un liquido que ha alcanzado su punto de ebullicién, se le sigue entregando
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energia, su temperatura no aumentara, pero podré alcanzarse el calor de vaporiza-
cién sostenidamente en toda la masa del liquido, de tal forma de mantenerse la ge-
neracién de burbujas y, por lo tanto, la ebullicién y la evaporacién.

II1.4 ;C6émo varia el PEb con la presién externa?

Analogamente a lo que se vio para el punto de fusién (seccién 1.3), la variacién
del PEb con la presién esta relacionada con el cambio de volumen asociado a la tran-
sicién entre el estado liquido y el gaseoso. Dicho cambio de volumen (V) es grande
y, por lo tanto, cambios en la presién externa afectardn notablemente al punto de
ebullicién de una sustancia.

Se comprende, ademads, por la definiciéon de punto de ebullicién (seccién II1.3),
que al disminuir la presién externa, disminuye el punto de ebullicién del liquido.
Esta caracteristica es de gran utilidad cuando se deben destilar liquidos que des-
componen en su punto de ebullicién normal. Por ejemplo el B-pineno destila a 164°C
a 760 mm de Hg, con descomposicién, lo que disminuye el rendimiento; en cambio
ebulle a 57°C a 20 mm de Hg (para referencias experimentales ver seccién IV.10.ii).

El uso del evaporador rotatorio (seccién IV.11) también aprovecha esta propie-
dad. Este aparato permite evaporar un solvente, en general de extraccién (Capitu-
lo VI), con el objeto de recuperar lo que estd disuelto en él, y que podria ser afecta-
do por la temperatura, en una destilacién comun.

IT1.5 ;C6émo varia el PEb con la estructura molecular?

Que una sustancia se encuentre en estado sélido, liquido, o gaseoso, depende de
la fuerza de atraccién entre sus moléculas.

Los liquidos cuyas moléculas se atraen poco mutuamente, tendrdn una presién
de vapor alta (las moléculas tendrdn gran tendencia a “escaparse” del seno del li-
quido). Las fuerzas intermoleculares mas fuertes son las de puente de hidrégeno,
luego dipolos permanentes, transitorios y de fuerzas Van der Waals (con el incre-
mento del peso molecular aumentan las dos ultimas).

Conociendo, entonces, la estructura de los compuestos, puede organizarse un or-
den aproximado de sus puntos de ebullicion.

Hasta. aqui, no se tuvo en cuenta la variable “concentracién”. Es decir, todo lo
precedente es aplicable tanto a un liquido puro, como a una solucién de una concen-
tracién dada. A continuacién, se discutird cémo varia la presién de vapor de un li-
quido con la concentracién del mismo en una solucién con otro liquido.
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I11.6 Presion de vapor de una mezcla de liguidos miscibles

a) Como ya se vio en la seccién L.5, la presion de vapor de un liquido disminuye
con la presencia de un soluto. La expresién de la ley de Raoult es:

P, =P°, .X,,donde  P,= presién de vapor del liquido A, en la solucién.
P°,= es la presién de vapor del liquido A puro.
X, = es la fraccién molar de dicho liquido.

Como se observa, la ecuaciéon de Raoult es representada por una recta, si se gra-
fica P, versus X,; cuando el liquido estd puro (X,=1), la presién de vapor del siste-
ma es P°, (Gréfico 16). '

A A
|

A Grdfico 16. Ley de Raoult. Variacién
" de la presion de vapor de un liguido
& o A(P,) con su fraccién molar (solucién
o p% ideal de un soluto B en el liquido A).
o
£

X,=1

XB= 0

Esta proporcionalidad directa, entre la presién de vapor del liquido y su concen-
tracién molar, no se cumple para todo el rango de concentraciones, en las solucio-
nes reales.

Definimos entonces como solucién ideal a aquélla que cumple con la ley
de Raoult en todo el rango de concentraciones.

Si el soluto no presenta presion de vapor propia apreciable (es un sélido que se
disuelve), la P, serd en cada momento (Grafico 16) la presion total del sistema, y
dara lugar a fenémenos como el ascenso ebulloscépico y descenso crioscopico.

b) ¢Y si el soluto tiene presién de vapor propia?

En general, se nombra como soluto a un sélido que se disuelve y cuya contribu-
cién a la presién de vapor del sistema es despreciable.

Si, en cambio, se agrega un liquido a otro liquido, ambos presentaran presiones
de vapor apreciables, y a ambos podria aplicarseles la ecuacién de Raoult.

Se define, entonces, una solucién ideal de dos liquidos miscibles cuando:

i) no hay calor de disolucion cuando se mezclan.
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ii) los volimenes de los componentes son aditivos.

iii) 1a presién de vapor de cada componente, cumple con la ley de Raoult para to-
do el rango de concentraciones.

Para una solucién ideal, entonces, podria construirse un grafico como el 17, don-
de se cumple la ley de Raoult para cada liquido componente y la presion total del
sistema es la suma de las presién de vapor de ambos liquidos en cada punto.

A 4
PD
A Presisn fota] Grdfico 17: Variacién de la presién
de vapor con la fraccién molar, para
g P una solucién ideal de dos liqutdos mis-
g cibles Ay B.
S
1~
=}
X,=1 X,=0

S6lo un numero limitado de soluciones se comporta idealmente, por ejemplo, n-
hexano n-heptano, a 30°C; bromuro de etilo-ioduro de etilo, a 30°C; cloruro de n-bu-
tilo-ioduro de n-butilo, a 50°C; etc.

Vemos que todos estos pares de compuestos tienen polaridades muy semejantes
entre si. '

¢) Si los dos componentes A y B de una mezcla liquida tienen caracteristicas di-
ferentes (presién interna, polaridad, longitud de cadena o agrupacién andloga, o al-
guno de los componentes estd asociado en el estado liquido), las fuerzas molecula-
res entre las moléculas de A diferiran de las que actian entre las moléculas de B.
Como consecuencia de esto, la presencia de B afectar4 la tendencia de escape de las
moléculas de A y viceversa; entonces la ley de Raoult no sera aplicable. Puede espe-
rarse, pues, que una mezcla de dos liquidos de propiedades diferentes se comporte
de un modo no ideal, lo que ha sido confirmado. Si la atraccién entre las moléculas
de B es mucho mayor que la que existe entre las moléculas de A, el efecto es despla-
zar a estas dltimas del liquido al vapor; en otras palabras, la presencia de B aumen-
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tara la tendencia de escape de las moléculas de A. Por consiguiente, la presién de
vapor de A serd mayor que la que resultaria en base a la ley de Raoult. Tal compor-
tamiento se conoce como desviaciéon positiva de la ley ideal. Teéricamente se de-
duce que cuando un componente de una mezcla presenta desviaciones positivas, el
otro debe hacerlo también; se dice entonces que el sistema no ideal, como un todo,
presenta desviaciones positivas de la ley de Raoult. En el Grafico 18 (a) se mues-
tran los tipos de curvas de presion de vapor obtenidas a una temperatura dada pa-
ra mezclas de esta indole, donde las lineas punteadas indican comportamiento
ideal. Si las desviaciones positivas son grandes, y especialmente si las presiones de
vapor de los liquidos puros no son muy diferentes, la curva para la presién de va-
por total de la mezcla presenta un maximo. Es decir, habrd una composicién tal que
tenga una presion de vapor mayor que cualquier otra mezcla de dichos componen-
tes. Este comportamiento no es raro, y es importante en relacién a la destilacién, ya
que una mezcla con la mencionada composicién se comportara como una sustancia
pura al ser destilada, originando lo que se conoce como azeétropo de punto de
ebullicion minimo (se vera con mas detalle en la seccién II1.9).

Si los dos componentes de una mezcla son tales que las moléculas de A y B se
atraen fuertemente entre si, y en particular, si se forma en el liquido una cierta can-
tidad de un compuesto de asociacién entre A y B, la presion de vapor de cada com-
ponente serd menor que la requerida por la ecuacion de la ley de Raoult.

Este tipo de comportamiento no ideal se conoce como desviaciéon negativa de
la ley de Raoult. Las curvas de presién de vapor a temperatura constante son de
la forma indicada en el Grafico 18 (b) donde, como antes, las lineas punteadas indi-
can comportamiento ideal. Se observa que la curva de presién de vapor puede
tener un minimo (como sucede en una minoria de mezclas liquidas), para una
composicion determinada. Algunos sistemas que presentan desviaciones negativas
de la ley de Raoult son piridina y 4cido acético, cloroformo y éter etilico, y haluros
de hidrégeno y agua; en cada caso existen muy buenas razones para creer que las
moléculas de los dos componentes se atraen fuertemente entre si, llegando aun has-
ta la interaceién o sea hasta la formacién de un compuesto parcial en el estado li-
quido.

Este comportamiento es interesante en relacion a la destilacion, ya que una mez-
cla con la composicién tal que la presién de vapor sea minima, se comportard como
una sustancia pura al ser destilada, originando lo que se conoce como azeé-
tropo de punto de ebullicién maximo (se vera en la seccion I11. 9).

Vimos hasta ahora cémo varia la presién de vapor de una solucién ideal y/o real.

(Serd posible ahora calcular la composicién del vapor (en términos de fracciones
molares de sus componentes) conociendo la fraccién molar de la fase liquida?
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(a) Presién de vapor a temperatura constante en (b) Presién de vapor a temperatura constante en un

un sisterna que presenta desviaciones positi- sistema que presenta desviaciones negativas de
vas a la ley de Raoult la ley de Raoult.
0= Punto de méxima presién de vapor total P= Punto de mfnima presién de vapor total

Grdfico 18. Curvas de presién de vapor versus fraccién molar para soluciones de
dos liquidos miscibles con desviaciones de la idealidad.

I11.7 ;Cémo resulia la composicién del vapor con respecto a la composi-
cién del liquido con el cual se equilibra?

i) La composicion de la fase vapor se calcula de la siguiente forma:

La ley de Dalton establece que la presién total (P,) de un sistema es la suma de
las presiones parciales de sus componentes (como si estuvieran puros): Pp= P, + Py

Si aceptamos que las mezclas binarias de gases son siempre ideales, se cumple
que: P,=X,vaPor P, | es decir, la presion parcial de cada componente en la fase va-
por es proporcional a su concentracion. Despejando y escribiendo P en funcién de
las presiones parciales queda:

Py Py
X, vapor— (D v XAlfquido = — (2) por Raoult

P,* Py Py
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ii) {Cémo resulta X,VaPr, con respecto a X jHauido?

Veamos un ejemplo:
Supongamos tener una solucién ideal de componentes liquidos totalmente mis-
cibles A y B, cuyas presiones de vapor estando puros son.

P°y= 100 mm Hg y P°;= 60 mm Heg y la composicién de la solucién es
0,75 X JJfavide y 0,25 Xghawide 5 gplicando Raoult:

P,= 0,75 x 100= 75 mm Hg
Pp=0,25x 60 = 15 mm Hg
Pp =75+ 15 =90 mm Hg
75 vapor 75
=—= 0833; X3, =— = 0,167
90 90
El componente A (de mayor P° es decir, el més volatil), estd presente en la fase
vapor en mayor concentraciéon que B, el componente menos voldtil (en el liquido
también X, es mayor que X;, para este ejemplo ele%'do).
Pero, a su vez X,,"**"' resulta mayor que xlfaude oo decir: 0,833 > 0,75.
Esto implica que la fase vapor estd enriquecida en el componente mas volatil,
respecto de la fase liquida que la originé.
La ubicacién de estos puntos (N y M), se muestra en el Grafico 19.

. vapor
Aplicando (1), se ve que X,

A 'y
Pi N

M| 1
: : P P, = 100 mm Hg; Py = 60 mm Hg
o B N =valor de la presién total del sistema ideal
L para una concentracién de )(Al“:“"d0 = 0,75
! ! M = valor de la concentracién de A en la fase
bl vapor que estd en equilibrio a la
1 Pp=N. X" = 0,83
11
1 1
1 1
1ot
1 |

X=1 g3 Xp=1
o

Grdfico 19. Composicién de la presién total de un sistema ideal de dos liquidos
(A y B) miscibles.

Para saber si esta situacién es general (es decir en todo el rango de concentra-
ciones del liquido), se podria calcular el dato para cada punto ... y para cada siste-
ma binario... O bien, se puede buscar alguna generalizacién matematica. Veamos:
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Haciendo el cociente entre (1) y (2) queda:

vapor °
XA PA P A
= . =
A atls A

simplificando P, y dividiendo miembro a miembro por P°, queda:

vaper
2 = 1 (3)
XAlfqmdo XA]fqmdo + P B XB]Iquldo
P,

Esta ecuacién tiene la particularidad de expresar X, 7" en funcién de la varia-
ble XAqudo, ya que P°, y P°; son datos de tablas.

La representacién gréfica de la ecuacién (3) corresponde a la curva P°,, M,P°;,
que se muestra en el Grafico 19.

Sugerencia: Piense en algiin método experimental para el célculo de X,

. . : Mquid
Para generalizar el comportamiento de la variable X,"**", respecto de X, ©
se pueden analizar en tres casos limites:

1) Si P°,=P°y, es decir, los dos liquidos tienen la misma presién de vapor, la re-
lacién es 1 (igual composicion de ambas fases).

2) Si la P°p fuera mayor que P°,, la composicién de A en el vapor ser menor que
su proporcién en el liquido.

3) Si la P°g fuera menor que P°,, entonces la fase vapor seria mds rica en A (es
el caso del Grafico 19).

I11.8 Punto de ebullicion de la mezcla de liquidos miscibles

En el Grafico 17 se estudié la variacién de las presiones de vapor parciales y to-
tal en funcién de la composicién de las mezclas.

En el Grafico 19 se muestra composicién del vapor y composicién del liquido pa-
ra cada presién de vapor total. Dichos grificos se realizaron a temperatura cons-
tante.

Un analisis similar de estas mezclas, puede realizarse midiendo como ordenada
a la temperatura, como abscisa a la composicién, y manteniendo la presién constan-
te. Este tipo de grafico se denomina de Temperatura de Ebullicién versus composi-
cién, y un ejemplo general se muestra en el Grafico 20.

i) La forma de las curvas parece invertida con respecto a las del Grafico 19; esto
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i) La forma de las curvas parece invertida con respecto a las del Grafico 19; esto
obedece a que en las ordenadas se registra el valor de Temperatura de Ebullicién y,
a mayor presién de vapor, menor PEb y viceversa.

ii) La curva del liquido se determiné tomando experimentalmente la temperatu-
ra de ebullicién de cada solucién inicial.

iii) La curva del vapor se determin6 experimentalmente, midiendo las concen-
traciones de A y B en la fase vapor, que estdn en equilibrio con su correspondiente
liquido.

Tal como se sabe, cada fase vapor en el equilibrio, esta enriquecida en el compo-
nente mas volatil respecto del liquido que la origing.

Una solucién de composicién E, llega a ebulli-
cién a la temperatura Ty

A esa temperatura, la composicién de la fase
vapor en equilibrio es F.

PEb,

100% A F H 100% B

Grdfico 20. Variacién de la temperatura de ebullicién con la fraccion molar para
una solucién ideal.

a) Comparacién de los Grdficos 19 y 20.

e En el Grafico 17 el segmento de Presién Total, se calcula simplemente cono-
ciendo P°, y P°p (solucién ideal). La curva P°,-M-P°y del Grafico 19, se construyé
representando la ecuacién (3). Ambos son “Graficos Tedricos”.

¢ En cambio, en el Grafico 20 la curva del liquido se obtuvo experimentalmen-
te, midiendo la temperatura de ebullicion para cada punto sobre la abscisa y para
cada par de liquidos A-B. A su vez, la curva del vapor, se obtuvo determinando la
composicién de la fase vapor en equilibrio con cada punto de la curva del liquido.

Se trataria de graficos de origen netamente empirico, y esto se debe a que no
existen ecuaciones termodindmicas que relacionen la composicién de la solucién con
su temperatura de ebullicidn.
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b) ;Qué sentido fisico tiene la zona incluida entre ambas curvas?

Por abajo de la curva del liquido hay sélo fase liquida. Por arriba de la curva del
vapor hay sélo fase vapor.

Cualquier punto, dentro de la zona incluida entre ambas curvas esta formado
por dos fases en equilibrio: una liquida y otra vapor, cuyas composiciones se encuen-
tran intersectando ambas curvas con un segmento horizontal (es decir de tempera-
tura constante) que pase por el punto en cuestion.

Por ejemplo: ;Cémo estd formado un sistema global representado por el punto O
del Grafico 20?

Respuesta: Esta formado por una fase liquida de composicién M, en equilibrio a
la temperatura Ty, con una fase vapor de composicion P. La proporcion relativa de
ambas fases sera tal que la composicion total sea O (puede aplicarse la regla de la
palanca, mencionada en la seccién 1.14).

c¢) ; Cémo se logra experimentalmente alcanzar un sistema como el del punto O?

Supongamos partir del punto de composicién H, sobre el gje de abscisas. El liqui-
do estd en un recipiente cilindrico, tapado con un émbolo (mévil), que siempre man-
tendra el sistema interior a una presién constante (por ej.: 1 atm.) y tal como se
muestra en el Grafico 21 (a).

A medida que se calienta el sistema, se elevara su temperatura (desplazamien-
to sobre el segmento HS del Grafico 20).

Cuando se alcance la temperatura Tg, el liquido empezara a ebullir, y aparecera
fase vapor (;de qué composicion?).

Composicién P

1 atm. s ;\

Composicién H Composicion M Composicion H

a) b) c)

Grdfico 21.
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Como seguimos entregando calor al sistema, habra mas conversién de liquido en
vapor, y el émbolo debera subir para que la presion interna y externa se mantengan
idénticas. De aqui en mads, entonces, continuard la ebullicién.

Cada vez habra mas vapor y la temperatura ascendera por el segmento SO.

Al llegar al punto O se tienen las fases que se muestran en el Grafico 21 (b).

Si el sistema continuara recibiendo calor, llegaria un momento en el que sélo ha-
bra vapor (marque dicho punto en el Grafico 20); tal como lo muestra el Gréfico
21(c).

II1.9 Variacién de la temperatura con la composicién, para soluciones bi-
narias que forman a azedétropos

En la seccién I11.6,c se presentaron casos particulares de soluciones reales en las
que la presién de vapor total pasaba por un maximo, o por un minimo.

.Cémo son los graficos correspondientes de Temperatura de Ebullicién vs. Com-
posicién para esos casos?

a) Si la presiéon de vapor pasa por un médximo, la solucién tal que presenta
esta propiedad, se podrd llevar a ebullicién mas ficilmente que el resto, y presenta-
r4a un punto de ebullicién menor que cualquiera de las otras posibles soluciones.

Se llama azeétropo de punto de ebullicién minimo, a la composicién tal que
presente dicha propiedad, y temperatura azeotrépica a dicha temperatura de
ebullicién (azeétropo= del griego: hervir sin variar).

La forma de las curvas de equilibrio liquido-vapor se muestra en el Grafico 22 (a).

a
E 5 Q
: *
] E
& =
B

A

A

M
100% A 100% B 100% A 100% B
a) Aze6tropo de PEb minimo b) Aze6tropo de PEb méximo

Grdfico 22: Curvas cualitativas de Punto de Ebullicién versus Composicidn, pa-
ra mezclas que contienen aze6tropos.
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b) Si la presién pasa por un minimo, la solucién que presenta esta propie-
dad, requerirda més temperatura para ebullir, y presentara un punto de ebullicién
mayor que cualquiera de las otras posibles soluciones.

Se llama azeé6tropo de punto de ebullicién mdximo, a la composicién tal que
presente dicha propiedad.

La forma de las curvas de equilibrio liquido-vapor, se muestra en el Grafico 22
(b).

¢) El azeétropo se comporta como un liquido puro, es decir, cuando entre
en ebullicién, la fase vapor tendrd la misma composicion que la fase liquida (jlas
curvas se tocan en ese punto, Grafico 22 (a) y (b)).

Sugerencia: Aplique para un azeétropo un esquema como el del Grafico 21 .

Se debe recordar que los graficos de temperatura versus composicién se realizan
a presion constante.

Si se varia la presién externa, variaran los puntos de ebullicién de los liquidos
puros que forman el azeétropo y también variard la temperatura de ebullicién del
azeétropo. En realidad hay una modificacién de las curvas de equilibrio liquido-va-
por que, en general, conducen al desplazamiento de la composicién azeotrépica.

Es decir, si a 1 atmésfera un azeétropo tiene composicién 1:1, en general, no se-
r4 ésta la composicién del nuevo azeétropo que se registre a 2 6 a 0,5 atm., traba-
jando, claro, con el mismo par de liquidos.

Se dice que el aze6tropo se “rompe”, variando la presién. En general es muy di-
ficil que desaparezca totalmente la formacién de azeétropo para una solucién bina-
ria, por variacién de la presién. Dos ejemplos se muestran en la Tabla I111.9.

Tabla I11.9. Composiciones y Puntos de Ebullicién de mezclas azeotrépicas.

Presién Acetato de etilo-agua Acetato de etilo-alcohol
(mm Hg)
PEb(°C) Agua* PEb(°C) Alcohol*
200 /376 5,79 38,4 20,5
300 46,8 6,56 23,2
500 j 59,4 7,54 60,6 27,2
760 <9 70,4 8,43 71,8 31,0
900 ‘ 75,1 8,80 76,6 32,7
1500 90,3 10,04 919 39,1

*Las composiciones son en peso por ciento

Todo lo visto hasta aqui, resulta del estudio de estados de equilibrio, es decir, fa-
ses liquidas en equilibrio con sus fases vapor, a una dada temperatura o a una da-
da presién. Hemos visto, también, c6mo varia dicho equilibrio con la temperatura
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(seccién II1.2); con la presién (secccién I11.4) y con la concentracién relativa de sus
componentes (seccién I11.6, III. 7 y IIL.8).

;Qué ocurriria si retiramos del equilibrio a esa fase vapor? Por supuesto, se for-
mar4 una nueva y este proceso, que no es de equilibro, puede ser muy bien estudia-
do como destilacion.

Sugerencia: analice el comportamiento de un sistema de liquidos miscibles idea-
les y no ideales, frente a una destilacién simple y a una fracciona-
da (ver seccién IV. 1 y IV. 2).

PARTE B
LiQUIDOS TOTALMENTE INMISCIBLES

I11.10 Comportamiento fisicoquimico de mezclas liquidas de dos compo-
nentes inmiscibles entre si

Los temas expuestos en las secciones II1.1 a II1.9, tratan sobre el comportamien-
to fisicoquimico de soluciones de dos liquidos totalmente miscibles entre si. Como
vimos, estas soluciones podran ser ideales, reales, y hasta presentar azeotropos.

Un tratamiento aparte, merece el estudio del comportamiento fisicoguimico de
mezclas de dos liquidos que son inmiscibles entre si. En este caso, una mezcla ideal,
seria aquélla en que ambos componentes son inmiscibles entre si, en todo el ran-
go de composiciones.

I11.10.1 ;Raoult o Dalton? Presién de vapor de un sistema de liquidos inmiscibles

do momento, dos fases (ambas liquidas).
. Qué ocurre en el vapor que esta en equilibrio con dicha mezcla?
Al igual que en la seccion III}7 se cumple para el vapor la ley de Dalton.

Si los componentes de la mefl/a liquida en estudio son inmiscibles, habra, en to-

Pp=P,+Py..+...P; ¥a su vez, P,=X,P; (v asipara cada componente).

La diferencia con un sistema de 2 componentes miscibles es que en aquellos se
cumplia Dalton en el vapor y la ley de Raoult en el liquido y, en consecuencia, se al-
teraba el valor de la presién total del sistema para cada composicién del liquido
(ver Grafico 17).

El Gréfico 23 representa la “variacién” de la presién total de un sistema de dos
liquidos inmiscibles. Se observa claramente que, por no disolverse cada componen-
te en el otro, no cumplen con la ley de Raoult en el liquido y no varian sus pre-
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siones de vapor parciales (ej.: P,=P;) para cualquier composicién. Por lo tanto, la
presién total es la misma, independientemente de la composicién molar de la mez-
cla original.

Haciendo una simple deduccién matemadtica, se puede calcular para cada punto
(es igual en todos), cudl es la relacion entre los moles de vapor en equilibrio de ca-
da una de las fases liquidas (o liquida y sélida) presentes en el sistema.

P°A ——————————

X,=1 Xp=1

Grdfico 23: La Presién Total es invariante en un sistema de dos liquidos total-
mente inmiscibles.

Veamos:

n® moles A

P’y =P, = Pp . X, = Pp.
n° moles totales

n° moles de B

Pr . Xg= Py.
! f‘ " "n° moles totales
\

Dividiendo miembro a miel?b/ro:

P’p = Py

]

Pe, n° moles A masa de A P. molecular de B
= = . =
P’y n’ moles de B P. molecular de A masa de B
masa de B ~ P. Molec. de B P°s | son datos de Tablas, y sélo
_ = . = .
masa de A P. Molec. de A P°, depende la P? de Ia temperatura.
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II1.10.2 Punto de Ebullicién de un sistema de l{quidos inmiscibles

1) Si se calentara un sistema como el del Grafico 23 llegaria a ebullicién cuando
la Presion Total, alcance el valor de la presién que soporte el sistema.

Supongamos que se trabaja a una atmésfera, y que uno de los componentes es
agua (por ej. A, que tiene mayor presién parcial).

Si una mezcla cualquiera de dicho sistema agua-compuesto B se calienta, ésta
ebullir4a como un todo, cuando P, alcance los 760 mm de Hg. Es decir, ebu-
llirdn las dos fases (ebullicién y destilacién en fase heterogénea).

Como el agua pura ebulle a 100°C (P°,,,,=760 mm Hg a 100°C), es claro que si
Pp= 760 mm Hg=P°,, .+P°g, al ebullir el sistema el agua no aleanzé los 100°C; y
por lo tanto el sistema ebulle y destila a menos de 100°C.

PARTE C

LIQUIDOS PARCIALMENTE MISCIBLES

I11.11. Comportamiento fisicoquimico de sistemas binarios de liquidos par-
cialmente miscibles

Entre los extremos de miscibilidad e inmiscibilidad completas, hay un tipo muy
importante de sistemas compuestos por dos liquidos que son parcialmente misci-
bles.

Por ejemplo:

Si se agregan unas gotas de benceno sobre un litro de agua se observara que, a
temperatura ambiente, éstas se disolveran completamente. Si se continia agregan-
do mas cantidad de benceno, se alcanzara un punto a partir del cual no se verifica-
ra ya la disolucién, y se formaran dos capas liquidas. Una capa sera de agua satu-
rada con benceno, y la otra, serd de benceno saturado con agua. A tales fases se las
denomina disoluciones conjugadas.

Del mismo modo, unas gotas de agua se disolveran inicialmente en un litro de
benceno, y llegara un momento en que se observara la aparicién de una nueva fase
liquida, por agregado de mds cantidad de agua. Estas “nuevas” disoluciones conju-
gadas, tienen exactamente la misma composicién que las anteriores, si la tempe-
ratura de ambos sistemas (agua-benceno) es la misma. La tnica diferencia serd la
masa relativa de las fases (cantidad de fase acuosa vs. cantidad de fase orgénica).

II1.11.1 Curvas de solubilidad

i) Si se presenta en un grafico la variacién de la composicién de las disoluciones
conjugadas con la temperatura, se obtendrd un Gréfico como el 24. Alli se observa
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que, a 20°C ¢, y cp son las concentraciones de las disoluciones conjugadas del siste-
ma de liquidos A-B. En general, al aumentar la temperatura, aumentan las solubi-
lidades mutuas, de tal forma que c, y cg, se aproximan hasta confluir en el punto
C, al que se lo llama Temperatura de disoluciéon o de codisolucidon.

Por encima y afuera de la curva c,-C-cp, el sistema A-B presentara una sola fa-
se liquida. Dentro de dicha curva hay dos fases liquidas presentes. Segin la regla
de las fases (seccion 1.12): V=C — F + 2, es decir, 2 componentes y 2 fases implican
2 grados de libertad. Uno es la presidn, si la fijamos en 1 atm., se observa que con el
s6lo dato de la temperatura, se puede saber del grafico 1a composicién de cada fase.

No ocurre asi en la zona de una fase liquida. Alli hay 3 grados de libertad y, por
lo tanto, ademas de la temperatura y la presion, se requiere el dato de la composi-
ciéon de dicha fase, para definir termodindmicamente al sistema.

Sugerencia: ;Cuantos sistemas de dos fases liquidas conjugadas, y cudntos de
una fase liquida, pueden existir para el sistema A-B a 40°C?

Sugerencia: Si se parte de una composicién global de 40% de A, indique la pro-
porcion relativa de las fases en equilibrio a 40°C (aplique la regla
de la palanca como en la seccién 1.14).

ii) Existen algunos casos, como trie-
tilamina-agua, y y-colidina-agua, cuyas
solubilidades mutuas aumentan al dis-
minuir la temperatura. Estas desvia-
ciones parecen ser debidas a la forma-
ci6n de compuestos entre los dos compo-
nentes del sistema, o, al menos, a la for-
macién de asociaciones por presencia
de enlaces puente de hidrégeno, que se 40°
ven favorecidos al descender la/te(npe-
ratura. -

Puede darse el caso e glxﬁle un sis-
tema tenga temperatura de codisolu-
cién inferior. Un ejemplo interesante es
el sistema nicotina-agua, que presenta
a 208°C su temperatura de codisolucion
superior, y a 60,8°C, su temperatura de
codisolucion inferior. En este caso, el
Grafico 24 se convierte en una curva ce-
rrada, dentro de la cual coexisten las
dos fases conjugadas.

T™C

20°

100% A 100% B

Grdfico 24. Variacién de la com-
posicién de las disoluciones conju-
gadas con la Temperatura.

iii) No todos los sistemas de liquidos parcialmente miscibles presentan tempera-
turas de codisolucién: algunos, al elevarse la temperatura, alcanzan el punto de
ebullicién antes de alcanzar la temperatura critica de disolucién superior. Otros,
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al descender la temperatura, congelan antes de alcanzar la temperatura critica de
disolucién inferior.

I11.12 Variacién de la presién total del sistema binario con la composicién

En lo analizado en la seccién I11.11.1, no se tuvo en cuenta la presion del siste-
ma.

(Coémo es la presion de vapor de un sistema que tiene alternativamente una o
dos fases liquidas?

Como se vio en la seccién 111. 6, cuando los dos liquidos son miscibles, la presién
de vapor de cada uno cumple con la ley de Raoult (en la situacién ideal); y, como se
vio en la seccién I11.10.1, cuando los liquidos son totalmente inmiscibles, la presion
de vapor de cada fase es independiente de 1a presencia de la otra fase. En ambos ca-
sos la presidn total es la suma de las presiones parciales de ambos componentes (ver
Graficos 17 y 23).

Para un sistema de liquidos parcialmente miscibles, ocurriran, por lo tanto, am-
bas situaciones. Veamos sobre el Grifico 24: entre las concentraciones 100% de A-
c, ¥ ¢g-B, la solucién presenta una sola fase, se cumplira por lo tanto Raoult. En el
intervalo de concentraciones c,-cg, existen dos fases liquidas, y se cumplira Dalton
para la fase vapor.

Un diagrama general de Presion
de vapor vs. composicion, para tal
sistema a una temperatura dada, se
muestra en el Grafico 25. Se observa
que, tanto el liquido A, como el B,
presentan individualmen\’c& ndes
desviaciones positivas a la ley\ de p
Raoult (linea punteada y mas grue- e
sa). Se ve claramente que: entre c, y ’
cg las presiones de vapor se mantie- Pe. TFs 27
nen constantes e independientes de A = “
la concentracion, ademds, hay que . el
notar, que dichas presiones de vapor ’ O
Pc, y Pcy, estan muy préximas a las - o
de los respectivos liquidos puros P°, 100%A C, Cp 100%B
y P°g, pero no son idénticas: Pc,<
P°,.

Pe
1Peg

Presién de vapor

Grdfico 25. Variacion de la Presion de
vapor con la Composicion de un sistema
de dos liquidos parcialmente miscibles

(las lineas cortadas corresponden a la ley
de Raoult).
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I11.13 Variacién de la temperatura de ebullicién con la composicién

Cuando cualquier mezcla liquida entre A y B del Grafico 25 se caliente de tal for-
ma que la presién total iguale a la que soporta el sistema, éste entraréd en ebulli-
cién.

Experimentalmente se obtiene un Grafico como el 26(a), cuando se mide la va-
riacién de la temperatura de ebullicién con la composicién, a una dada presién ex-
terna, para un sistema de liquidos parcialmente miscibles.

Para entender mejor el Grifico 26(a), puede considerarse como una superposi-
cién de un grafico de ebullicion con azedétropo de minima (Grafico 22(a) ), y un gra-
fico de curvas de solubilidad (Grafico 24). Esto es licito, pues los sistemas de liqui-
dos parcialmente miscibles presentan presiones de vapor con desviaciones positivas
de la ley Raoult; ademds, al calentar, la presién total se iguala con la presion exter-
na (y, por lo tanto el sistema cbulle), antes de que se llegue a la temperatura de co-
disolucién superior.

PEb, PEby
PEbg
25°C 25°C
10% R 100% S
(a) Sistema con Heteroaze6tropo {(b) Sistema con temperatura

de codisolucién superior

Grdfico 26: Curvas de variacién de equilibrio liquido-vapor para un sistema de
dos liquidos parcialmente miscibles con y sin lieteroazeétropo.

En el Grafico 26(b), se muestra un sistema de liquidos parcialmente miscibles a
temperatura ambiente, pero que alcanza la temperatura de codisolucién superior
antes de ebullir; por lo tanto, da curvas de azedtropo de minima como las ya estu-
diadas para liquidos totalmente miscibles. Los mencionados son casos generales,
pero pueden darse sistemas con graficos algo distintos.

En el Grafico 26(a) sc observa que:
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1) La curva superior da la composicién del vapor en equilibrio con el liquido en
ebullicion. La curva inferior es la de 1a composicién del liquido en ebullicién.

i1) El punto de ebullicién varia con la composiciéon, (entre A-X y entre Y- B),
el sistema est4 formado por una sola fase liquida. En cambio, el PEb perma-
nece invariante (entre X e Y), cuando hay presentes dos fases liquidas. X e Y, son
las disoluciones conjugadas a la temperatura de ebullicién.

Sugerencia: aplicar la regla de las fases en cada situacién.

1ii) Cualquier composicién original que esté dentro del rango XY, entrara en ebu-
llicién a la temperatura Ty, y la composicién de la fase vapor serd H .

El vapor de composicién H, si es condensado, dara lugar a dos fases conjugadas,
y por ser un sistema heterogéneo, se lo llama Heteroazeétropo.

Sugerencia,: ;{Cual es la diferencia o la similitud entre la composicién del liqui-
do heteroazeodtropo y de su vapor en equilibrio?

Sugerencia,: Analice el comportamiento de mezclas de liquidos parcialmente
miscibles frente a una destilacién simple y a una fraccionada (sec-
cién IV.6).

El heteroazeétropo es, entonces, un liquido que tiene dos fases en su punto de

ebullicidn, y que estd en equilibrio con un vapor que tiene, también, dos fases al ser
condensado.
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PUNTO DE EBULLICION

Consideraciones Experimentales

I11.14 Determinacién experimental de presiones de vapor

Para determinar las presiones de vapor parciales de un sistema de dos liquidos,
se emplea generalmente el método de medir la presién total y la composicién del va-
por en equilibrio con dicho liquido, a una temperatura definida. Luego se asume que
se cumple 1a ley de Dalton en la fase vapor, y se calcula a partir de estos datos, las
presiones parciales.

Por Dalton: P, ;= Pp, + Ppy

Ny Dy
Ppy=— P, y Ppyg= ——— . P,
nA+nB nA+nB

por lo tanto, se deben medir P,, n, y np para calcular Pp, y Ppp.

Los procedimientos seguidos para la determinacién de los datos pueden clasifi-
carse en: métodos estdticos, métodos dindmicos y métodos de transpiracién.

El método mas sencillo (estatico), consiste en colocar el liquido, de composicién
conocida, en un recipiente en el que se ha efectuado vacio, permitir que se alcance
el equilibrio a una temperatura dada, y medir la presién resultante (p,) con un ma-
németro; en ese momento, se extrae una porcién del vapor y se analiza su composi-
cién (ny y ng)

ITI1.15 Determinacién experimental del Punte de Ebullicién

1) Si se tiene suficiente cantidad de liquido, el método para determinar el Punto
de Ebullicién de un sistema liquido es la destilacién simple, que se vera con detalle
en la seccién 1V. 7. Pero la destilacién no es un proceso de equilibrio, ya que la fase
vapor se condensa y retira del sistema continuamente.

Por lo tanto, sélo es 1til para determinar puntos de ebullicién de liquidos puros
a distintas presiones.

i1} Si se tiene muy poca cantidad de liquido, debe emplearse un micrométodo. El
mads conocido es el de Sibolowoff (1886). Este método consiste en un tubo capilar ce-
rrado en un extremo, que se sumerge invertido en otro tubo angosto, que contiene
0,5 a 1 ml. del liquido del que se desea determinar su PEb. Ambos tubos se sujetan
al bulbo de un termémetro y se sumergen en un bafio, que se calentara. El aparato
se muestra en el Grafico 27.
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Al calentar el bafio, comenzard una lenta emisién de burbujas de aire desde el
pequefio capilar hacia el exterior. Cuando se alcance el punto de ebullicién, el flujo
de burbujas sera continuo. Mejor aun, si se suspende el calentamiento, se observa-
ra que la evolucién de burbuja decrece. El punto mas preciso de ebullicién se leera
cuando la ultima burbuja que aparezca tienda a succionarse nuevamente hacia el
interior del pequefio capilar, pues sera justo el momento en el que las presiones den-
tro y fuera del capilar se igualen.

Grdfico 27: Método de Sibolowoff para determinacién del Punto de Ebullicidn.
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CAPITULO IV

Destilacion
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PURIFICACION DE LIiQUIDOS POR DESTILACION
Consideraciones tebricas

Destilacién es el proceso de calentar un liquido hasta su PEb, condensar los va-
pores formados, retirar y recolectar dichos vapores como liquido destilado.

La destilacién no es un proceso de equilibrio, ya que continuamente se reti-
ra masa del sistema. Sin embargo, se fundamenta en estados de equilibrio liquido-
vapor, a la temperatura de ebullicién, pues sélo se retira la fase vapor cuando se ha
alcanzado dicho equilibrio. Podria pensarse entonces, en la destilacién como una se-
cuencia infinita de estados de equilibrio, que se suceden unos a otros debido a que
cambia, continuamente, la composicion del liquido original.

El proceso de destilacién se aplica con dos utilidades principales:

- —Determinacién del punto de ebullicién.
—Purificacion.

Tanto desde el punto de vista teérico como experimental pueden conmderarse
dos tipos de destilacién: SIMPLE y FRACCIONADA.

En el presente capitulo se analizara cada tipo de destilacién para s1stemas bina:
rios de liquidos total y parcialmente miscibles, e inmiscibles.

Destilacién de un sistema binario de liquidos totalmente miscibles.

Las variaciones de presiones de vapor y puntos de ebu111c1on con la composicién,
para este tipo de mezclas liquidas binarias, se analizaron en la Parte A del Capitu-
lo ITI. Veamos separadamente como resulta el proceso de destilacién simple y frac-
cionada, para el caso ideal.

IV.1 Destilacién simple de un sistema ideal

a) Para un liquido, 0 una solucién de un soluto (no volatil) en un liquido, se pue-
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de aplicar una destilacién simple, empleando un aparato como el descripto en el
Grafico 33.

Al comenzar el calentamiento, aumentar4 la presién de vapor del liquido a des-
tilar, hasta que alcance a la presién atmosférica y entre en ebullicién.

Entonces, comenzara a efluir suficiente vapor caliente como para lograr un nue-
vo equilibrio liquido-vapor a la altura del bulbo del termémetro, y, entonces, se po-
dra leer dicha temperatura de ebullicién, simultdneamente con la recoleccién del
destilado. (Se recomienda leer la seccién IV.9 antes de proseguir) '

Aclaracion: el anillo de liquido del que se habla en la seccién IV.9, en realidad,
es un reflujo del liquido, que se debe al contacto del vapor calien-
te con las superficies frias del equipo, y esto no deberia ocurrir
en una destilacién simple ideal, pero no se puede evitar en la
practica, ‘

b) Una destilacién simple no resultara satisfactoria para separar una mez-
cla de liquidos miscibles. Como ya vimos (seccién I11.8), cuando una mezcla de
dos liquidos entra en ebullicién, el vapor sera mas rico en el componerite mas vola-
til (es decir, el de menor punto de ebullicién). Asi, el primer destilado, también es-
taréd enriquecido en el componente de menor punto de ebullicién. Pero un enrique-
cimiento no es una separacion. En todo caso, el componente de mayor punto de ebu-
llicién es el que se obtendra puro hacia el final de 1a destilacién.

¢) El proceso de la destilacién simple puede verse claramente utihiando el Gra-
fico 28 (similar al de la seccién I11.8).

Dicho gréfico representa una solucién ideal de A y B, liquidos miscibles, cuyas
curvas de temperatura de ebullicién versus composicién porcentual molar para las
fases liquidas y vapor han sido calculadas.

Andlisis de situaciones deducibles del Grdfico 28: .

1) Si partimos de una solucién inicial de composicién R (28% de A, 72% de B), és-
ta entrara en ebullicién a la temperatura T;. Como vemos, para cualquier com-
posicioén inicial la temperatura de ebullicion sera menor que el PEb de B
puro, .

El vapor que se encuentra préximo a condensar (y que estd en equilibrio con el
liquido del balén), tendré la temperatura T, y por lo tanto, la composicién de ese va-
por estard dada por la interseccién del valor de T, con la curva del vapor (punto S).
Sobre el eje de abscisas se lee el valor V de composicién de dicha fase vapor. ‘

Por lo tanto, la primera gota de destilado (Punto V) nunca seri A puro, y
la temperatura a la que se obtiene (T,)sera siempre mayor que el PEb de
A puro.

ii) Una vez retiradas las primeras gotas de destilado, la composicién de la solu-
cién que estd en ebullicién en el balén ya no es R. Ya que se retira masa, la solucién
tendrd una nueva composiciéon dada, por ejemplo, el punto W. Analizando el Grafi-
. ¢0 28 como en el item i) tendremos una temperatura de ebullicién T para la com-
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posicién W. X es el punto de la curva de vapor en equilibrio con W en ebullicién, y
la consiguiente composicién de la gota condensada, estara dada por el punto Z.

Como se ve, a lo largo de una destilacion 1a composicién del liquido que
ebulle, se desplaza por la curva inferior (desde M hasta N) y si continuara la
destilacién, podria llegar un momento en que desapareciera el componente A, y se
llegara a destilar B puro.

.

h A

Temperatura

m I

100% A K v ZR W 100%B

Grdfico 28. Cbmposicioneé del liquido y el vapor en una destilacién simple.

También se ve que la composicién de la fase vapor, a lo largo de la desti-
lacién simple se desplaza, sobre la curva superior, desde S hasta X, y podria
alcanzar la composicién de B puro. (Volver a leer el punto IV.1(b)).

iii) Si analizamos sobre el Grafico 28, qué ocurriria al calentar hasta ebullicién
una solucién de composicién inicial V, se ve que los primeros vapores tendran una
composicién K (mas rica en A). Si estos vapores son condensados y nuevamente lle-
vados a ebullicién, la nueva primera gota tendra composicion H. Si este proceso lo
repitiéramos una vez mas (o mas) llegariamos a destilar jA puro!

- Cada proceso de “ebullicién-condensacién” es equivalente a una destilacién sim-
ple. Por gjemplo: ebulle W - condensa Z.

" En el Grafico 28 se ve que el par de composiciones llquldo—vapor en equilibrio co-
rrespondientes a cualquier mezcla inicial, estd dado por las intersecciones entre
ambas curvas de liquido y vapor, a la temperatura de ebullicién (casos puntos N y
X; MyS; etc. )

85



Ediciones Zorro Siglo XXI
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

El segmento NX se denomina “plato teérico”.
Sugerencia ;- Relacionar el concepto de destilacién simple con el plato tedrico.

Sugerenciay: Dibuje un gréfico de temperatura de destilacién versus ml de desti-
lado, para una destilacién simple ideal.

iv) ;Cudl es el sentido fisico de la zona interior a las curvas de equilibrio l{quido-
vapor?

Sugerencia: releer la seccién II1.8.b).

Cuando se calienta una solucién de composiciéon dada, como por ejemplo la R, del
Grafico 28, ésta presentard una fase liquida, hasta alcanzar la temperatura Ty ; en-
tonces comenzara a ebullir. La fase vapor en equilibrio con M, tiene composicién S,
se condensa en el refrigerante y se elimina masa del sistema.

Como se dijo antes, la’' composicién del liquido se desplaza sobre la curva MN y,
por lo tanto, no se podra lograr un sistema, como el O del Grafico 20.

Debe recordarse pues, que la destilacién no es un proceso de equilibrio.

La zona interior a las curvas de equilibrio no tiene sentido fisico para el caso de
una destilacién simple.

IV.2 Destilacién fraccionada, para un sistema de dos liquidos ideales total-
mente miscibles

a) La necesidad de recurrir a numerosas destilaciones simples para obtener pu-
T0 el componente mas volatil de una mezcla de liquidos ideales puede evitarse uti-
lizando una columna de fraccionamiento. Este dispositivo se coloca segin se mues-
tra en el Grafico 34 (leer la seccién IV.9, antes de continuar). La columna est4 cons-
truida de tal forma que la mayor parte de los vapores que penetran en ella son con-
densados y vuelven al baldn. Debe tener una gran superficie de contacto entre los
vapores ascendentes y el liquido que retorna.

En la superficie entre ambas fases, la parte menos volatil del vapor condensa con
liberacién de calor que produte, a su vez, vaporizacién de la parte més volatil del li-
quido. El proceso se repite continuamente a medida que el vapor atraviesa la colum-
na. El sistema liquido que llega al extremo superior de la columna se halla altamen-
te concentrado en el componente mas volatil de la mezcla, mientras que el conden-
sado que constantemente refluye dentro del balén de destilacién esta empobrecido
en el componente més volatil y enriquecido en el componente de punto de ebullicién
mas alto. .

b) El proceso que ocurre dentro de una columna de fraccionamiento, durante una -
destilacion fraccionada (o rectificada), se puede observar en el Grafico 28; pero sim-
plemente por cuestiones de claridad, lo mostraremos en el Grafico 29. Nuevamente
el sistema ideal de liquidos A-B totalmente miscibles, y una composicién inicial R.
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Temperatura

Grdfico 29. Variacién del
punto de ebullicion con la
fraccién, molar para una so-
lucién ideal de liquidos mis-
cibles.

Q

PEb,

Y

4-._________________._.
-l I I

Hh----mmmm -

J

100% A 100% B

1) La solucién de comp051c1on R entrara en ebullicién a la temperatura Ty. Los
vapores formados, de composicién S, se toparan con el relleno de la parte 1nfenor de
la columna, y condensaran dando un liquido de composicién V (observar que S=V,
sélo que S es composicién de vapor y V es composicién de dicho vapor condensado).

ii) Al entrar nuevos vapores ascendentes en la columna, ocurrira un intercambio
de calor, y parte del liquido condensado V, entrara en ebullicién, punto C, a la tem-
peratura T,. Este nuevo proceso producira vapores de composicién K sobre la curva
del vapor), que ascenderan por la columna de fraccionamiento y condensaran (pun-
to J). co

iii) Al continuar el calentamiento en el balén, nuevos vapores calientes repetiran
los procesos i) e ii) y ahora evaporaran al liquido J hasta ebullicién (punto D, a la
temperatura T,) y se produciran vapores H, que condensaran a una soluc1on de
composicién L.

iv) Podemos decir ‘que en la columna de nuestro ejemplo se han realizado hasta
ahora 3 equilibrios ebullicién-condensacidn (3 platos tedricos); y que con 1 6 2 mds
lograriamos obtener el liquido A puro sahendo por el tope de la columna hacia el Te-.
frigerante.

Obsérvese que Ty >T> T, >PEb,

Sugerencia: construya un grafico de temperatura de Ia columna versus altura de
la misma.

¢) Conclusiones

1) Si contamos con una columna de fraccionamiento ideal (tantos platos teéri-
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cos como necesitamos), tendremos que las primeras gotas de destilacion correspon-
deran el liquido mas volatil (de menor PEb) puro.
2) Al sacar masa del sistema (destilado) la composicién que ebulle en el balén,
serd mas rica en el componente de mayor Punto de Ebullicién.
3) Para cualquier mezcla inicial se puede aplicar en analisis grafico hecho en 5)
y, por lo tanto, se recogera todo el liquido componente m4ds volatil primero, y luego,
4) se recogera todo el liquido de mayor punto de ebullicién, puro. ,
5) Si no contamos con una columna ideal, habra una fraccién intermedia en que
aparecerd una mezcla de Ay B.

Sugerencia: Construya un grafico de temperatura de destilacién versus ml de
destilado para la destilacién fraccionada ideal. Comparelo con la su-
gerencia , del punto I'V.1.iii).

d) ;Columna de fraccionamiento ideal?

Para lograr la separacién ideal entre los liquidos A y B, deberemos saber cuén-
tos Mos de separacién se necesitan. Este nimero depender4 de la forma
de las curvas liquido vapor de la mezcla en cuestién, y de la composicién inicial de
la que se parte.

La columna que necesitaremos debera tener como minimo esa cantidad de pla-
tos teéricos, y ademas debera ser eficiente. _ _

La eficiencia de una columna mejora si se regula la cantidad de liquido que vuel-
ve a la misma. La razén de reflujo interna, en una seccién de la columna, es el
cociente entre el nimero de moles de liquido que descienden de dicha seccién y el
nimero de moles de vapor que ascienden de la misma. Los factores que influyen en
la eficiencia de una columna son: a) longitud, b) razén de reflujo (ver seccién
IV.10. iii), ¢) material de relleno y d) control de calentamiento.

Aumentando la longitud de la columna o la razén de reflujo se obtiene una sepa-
racién mds eficiente aunque més lenta. En la practica ambos factores estan limita-
dos, ademads, por el anegamiento.

El material de relleno debe poseer una gran surperficie y dejar atin espacio libre
para permitir al liquido y al vapor fluir en sentidos contrarios. La presencia en la
columna de excesiva cantidad de ligquido provocard anegamiento y el espacio libre
se llenard con liquido que sera forzado a subir por la presién de los vapores que as-
cienden. El anegamiento puede producirse por una longitud excesiva de la columna
0 por pobre aislamiento de la misma. También por manipulacién inadecuada, en
. particular cuando se quiere operar a razén de reflujo muy alta o destilar rapida-
mente.

IV.3 Un error muy comin

Es frecuente leer en los libros que se pueden separar dos liquidos miscibles por
destilacién simple, si sus puntos de ebullicién est4n “suficientemente separados”.
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Ahora sabemos que una destilacién, equivale a un plato teérico (en la destilacién
simple real existe reflujo como se dijo en la aclaracién de la seccién IV.1; y esto re-
sulta en algo mds que un plato teérico de separacién). Por lo tanto, podriamos deci-
dir entre usar una destilacién simple o una fraccionada segin el nimero de platos
tedricos de separacién que necesitamos lograr.

Sugerencia: En el Grafico 30, se dan curvas de sistemas de dos liquidos misci-
bles e ideales y una mezcla original (dada por el punto X), indicar a
cual mezcla separaria por destilacion simple y a cudl por destilacién
fraccionada; indique el numero de platos tedricos necesarios, y cuél
de los liquidos obtendria puro.

A ' A A A A
) PEb, § PEb, £ WPEb
g B Eﬁ B g VB
PEb, . !
1
| PEb, ¥ | PEb, \
Vet ) L - !
100% A x 100% B A x B A "x B
a) b) c)
A A A A
2 =y :
§ PEby - 5 PEby
:
1
I I
A x B A x B
d) e

Grdfico 30. Distintos tipos de curvas de equilibrio liquido vapor para liquidos
miscibles en solucién ideal. .

Supongamos que en el Grafico 30(e)los PEb de los liquidos puros son 100 y
180°C: estdn “suficientemente separados”, y sin embargo, no pueden separarse por
destilacién simple. En cambio en el Grafico 30(d), suponiendo que los PEb de los li-
quidos puros son 34 y 80°C, podria intentarse una destilacién simple para obtener
puro el componente de mayor PEb, aunque con una columna de dos platos tedricos,
la separacion estd asegurada.

El error viene de generalizar ya que, en la mayoria de los casos, las curvas de
equilibrio de liquidos de PEDb distantes entre si son del tipo (d), donde si seria facti-
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ble una separacion por destilacion simple. Recordemos entonces, lo dicho en las sec-
ciones IV.1(a) y (b) y IV.2 (a). :

K

IV.4 Destilacién de soluciones reales de liquidos totalmente miscibles que
presentan azedétropos

En el Grafico 31(a), se dan los resultados que son de esperar cuando se destila
un sistema que tiene una curva de puntos de ebullicién con un minimo. Cuando el
liquido / hierve a la temperatura ¢ el vapor primeramente desprendido tiene la com-
posicion v, o sea, es mas rico en B; al proseguir la destilacion la composicién del li-
quido se mueve hacia el 100% de A y el punto de ebullicién se eleva.

Siempre que se elimine continuamente el vapor, como se hace en la practica, la
composicién del liquido remanente en el balén tendera a ser puro. Si se redestila el
condensado, sin embargo, el vapor se aproximara a la composicion del sistema de
punto de ebulliciéon minimo, como se puede ver en el diagrama. La destilacién frac-
cionada dar4, por consiguiente, un destilado de composicién M, aunque el residuo
final se aproximand a A la séparacién en los dos constituyentes puros es asi impo-
sible. Similarmente, si un liquido /’, que se encuentra a la derecha del minimo, hier-
ve a t’; el destilado tendera hacia la composicién de M, mientras que el residuo se
aproximara a la composiciéon de 100% de B. Para sistemas que tienen un punto mi-
nimo de ebullicidn sera dnicamente posible, por lo tanto, obtener en estado puro
por destilacion fraccionada el componente que se encuentre en exceso respecto del
azeétropo de punto de ebullicién minimo.

La mezcla azeotrépica se comporta en la destilacién como si fuera una sustancia
pura.

EA A A v A
E PEb, ~ Vapor M Im,
g i
§ R —
PEb, PEb
2 3
Liquido
PEb, :
Liquido
1 & 7 N
100% A 100% B 100% A ' 100% B
a: Sistema con Punto de b: Sistema con Punto de
Ebullici6n minimo Ebullicién méaximo

Grdfico 31: Curvas de PEb vs. composicién de sistemas liquidos con azedtropos.
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Cuando la curva de puntos de ebullicién tiene un maximo, como en el Gréfico
31() las dos curvas de equilibrio liquido-vapor se encuentran en el maximo M, don-
de de nuevo el liquido y el vapor tienen la misma composicién M, que es una mez-
cla azeotrépica —destilara como un liquido puro—. Aunque los sistemas con un
punto de ebullicién m4ximo no son corrientes (corresponden a los que tienen curva
de presién de vapor con un minimo, esto es, presentan desviaciones negativas a la
ley de Raoult) fue precisamente una mezcla azeotrépica de este tipo, la de agua y
cloruro de hidrégeno, la primera descubierta (J. Dalton, 1832) y completamente in-
vestigada.

Resulta evidente del Grafico 31(b), que, como en el caso anterior, no sera posible
la separacién de ambos componentes puros (A y B) por destilacién fraccionada.
Cuando el liquido [ hierve a ¢ el vapor v que destila primero es mds rico en A; el li-
quido residual se enriquecerd en B y su punto de ebullicién se elevara.

El liquido que se recogeria como destilado seria A puro, en una destilacién frac-
cionada ideal. Una vez que destilé A, se destilara el liquido azeotrépico de composi-
cién M, a la temperatura Ty, constante, como si se tratara de un liquido puro. Si-

ilarmente, si se destila el liquido [’, que hierve a ¢, el vapor contendra relativa-
ﬁleme/n?a”&éantidad de B, este componente podrd obtenerse como primer destilado.
El residuo del balén de destilacién tendera de nuevo a la mezcla azeotrépica de ebu-
llicién constante y destilara sin cambio en la composicién (M). Resulta asi posible
obtener en estado puro por destilacion inicamente al constituyente que se
encuentra en exceso en relaciéon con lo exigido por la mezcla azeotrépica.
Obsérvese que a lo fines de determinar temperaturas y composiciones para la ebu-
llicién de estos sistemas, puede simplificarse el analisis, dividiendo el grafico co-
rrespondiente en dos sectores, por trazado de una vertical que pase por el punto M.
Bastard, entonces, trabajar como se vio en las secciones IV.1 y IV.2, sobre el sector
que incluya a la composicién inicial en estudio. -

IV.5 Destilacion de liquidos totalmente inmiscibles

Como se ha visto en la Parte B del Capitulo III, en un sistema de dos liquidos in-
miscibles, sus presiones de vapor se mantienen constantes e independientes de la
cantidad relativa de ambos liquidos. Cuando la suma de las presiones de vapor par-
ciales, igualen a la presién que soporta el sistema, éste entrard en ebullicion como
un todo (ambas fases). '

Esta situacién se mantendra constante durante toda la destilacién, pues en todo
momento habra dos fases liquidas en equilibrio. El PEb para cada sistema binario
sera constante, y menor que el PEb del componente mas volatil. '

En general, este tipo de destilacién se utiliza con agua como uno de los compo-
nentes y, el otro componente, es un compuesto inmiscible en agua, pero con una cier-
ta presién de vapor, que se encuentra mezclado con otras sustancias que no son
“arrastrables”.
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IV.5.1 Arrastre con vapor

i) Asi como la destilacién fraccionada resulta un procedimiento muy eficiente pa-
ra separar liquidos miscibles entre si (por ejemplo la destilacién industrial de petrs-
leo), la técnica de arrastre con vapor tiene una enorme aplicacién para la resolucién
de las siguientes situaciones: :

1) Separacién de un componente algo volatil, a partir de una mezcla alquitrano-
sa, o solida en suspension.

2) Separacion de algin componente inmiscible en agua, a partir de una mezcla
(la condicidén es que el resto de los componentes sean solubles en agua a ebullicién
y no presenten presién de vapor apreciable).

3) Destilacién a menos de 100°C de sustancias labiles al calor (es como destilar
a menor presidén, sin tener que recurrir a un equipo de vacio. ;jPor qué?).
leular cudnta agua se necesita destilar para que ésta “arrastre” a la
totalidad del componente que se desea purificar.

it) Un efemplo numérico

Para cualquier sistema binario de solventes inmiscibles, de los cuales se conoz-
can sus curvas de presién de vapor vs temperatura, puede encontrarse el valor de
temperatura a la cual la suma de ambas presiones de vapor alcancen los 760 mm
de Hg. Estas seran las presiones parciales que importaran para el calculo de la ma-
sa tedérica de agua necesaria para el arrastre. _ :

Si el sistema binario es agua-bromobenceno, puede deducuse de sus respectivas
curvas de presion de vapor vs temperatura (ver el Grafico 15) que a 96°C sus pre-
siones parciales son 645 mm de Hg y 115 mm de Hg, respectivamente. A esa tem-
peratura el sistema heterogéneo entrard en ebullicién normal (a presmn atmosféri-
ca):

760 mm Hg = P = P° + PoAgua = 115 mmHg + 645 mmHg.

Bromobenceno
Por lo tanto, las relaciones de las masas de agua y bromobenceno serdn:
masa de Bromobenceno 157 115

= . = 1,565
masa de Agua 18 645

es decir, que por cada 1,565 partes en peso de Bromobenceno, destilara
una parte de agua.

Si suponemos ahora tener 30 g de bromobenceno que se quieren separar, a par-

tir de una mezcla alquitranosa, ;cudnta masa de agua deberemos pasar como va-
por, para aislar totalmente al Bromobenceno? '
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30
1,565

X=

= 19,17 g de agua “arrastrardn” a los 30 g de Bromobenceno.

Para realizar este calculo supusimos una eficiencia de 100% en el proceso de -
arrastre.

iti) La eficiencia de un arrastre

En los casos reales de destilacién por arrastre, se requiere generalmente una
masa mayor de agua que la calculada teéricamente para lograr el arrastre comple-
to. Se calcula, entonces, el porcentaje de eficiencia logrado, conociendo la masa de
agua teérica y real

masa de agua teérica
% eficiencia = x 100
‘ masa de agua real empleada

IV. 6 Destilaciéon de un sistema de dos liquidos parcialmente miscibles.

En la Parte C del Capitulo III, se analizé la variacién de las presiones de vapor
de liquidos parcialmente miscibles, a temperatura fija. Para una dada presién ex-
terna, el diagrama de Temperatura de Ebullicién vs. Comiposicién, para un sistema
de liquidos parcialmente miscibles A y B, tiene la forma que muestra el Grafico 32.

PEb,

Grdfico 32: Equilibrio liquido-
vapor para un sistema de dos li-
quidos parcialmente miscibles.

25°C ‘ ;
100% A S, S S, 100% B
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Analicemos separadamente lo que ocurre en una destilacién simple y una frac-
cionada.

IV.6.1 Destilacién simple

i) Si se parte de una composicion global S, sabemos que, a temperatura ambien-
te, este sistema presentara dos fases: 8, y Sy, que son entre si disoluciones conju-
gadas. Al elevar la temperatura, las solubilidades mutuas aumentaran hasta tomar
los valores §’; y §’,, que son las concentraciones de las disoluciones conjugadas a la
Temperatura de Ebullicién (ty). El sistema completo de dos fases, esta, entonces, en
ebullicién.

El vapor en equilibrio con §’; y §’,, tiene composicion H, y es el llamado heteroa-
zebtropo.

Como la composicién inicial S es mds rica en el liquido B, la cantidad relativa de
disolucién conjugada S’ o sera mayor que la disolucién conjugada S’ (puede calcu-
larse la proporcién aplicando la regla de la palanca).

Ademis, se observa que H contiene mayor porcentaje molar del liquido A que el
que tiene la fase §’;; por lo tanto, la masa de vapor que ira destilando, se formara
a expensas de consumir a la fase §’; (rica en A), mucho mas rdpidamente que a la
fase §’,.

Llega un momento, entonces en que la fase §’; se consume totalmente. Hasta
ese punto toda la solucion ya destilada tiene composiciéon H y destilé a la
temperatura ty constante.

e

ii) Una vez consumida la fase §;, el sistema a destilar presenta una sola fase, y
se analiza como se vio en la seccién IV.1.

Es decir que:
— La temperatura de destilacién aumentard paulatinamente, tendiendo al valor

PEDb B.

— La composicién del liquido que ebulle se enriquecera en B, siguiendo la curva
S’,-PEby

— La composmlon del vapor que destila se enriquecera en B, siguiendo la curva H-
PEby
Por ejemplo:

A la temperatura ty la composicién del liquido que ebulle en el balén es Ly y la
composicion del vapor en equilibrio es Vx.

Aclaracién: obsérvese que, al condensar Vy, se formaran las dos disoluciones
conjugadas, cuya composicion dependera de la temperatura a la cual se mantenga
el destilado.

A su vez, si se detiene la destilacién a esta temperatura t, y se enfria el conteni-
do del balén, el liquido L, que consistia en una sola fase, se desdoblar4 en dos fa-
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ses, a medida que desciende su temperatura. Esto no ocurriria, si el valor de Ly es-
tuviera dentro de la zona S, — 100% B.

IV. 6.2 Destilacién fraccionada

i) Si se parte nuevamente, de la composicién inicial S, el andlisis del proceso de
destilacién fraccionada es idéntico al descripto para la destilacién simple. Este re-
sultado era esperable, ya que al haber dos fases presentes, la presién de vapor to-
tal, y las parciales se mantienen constantes independientemente de la masa relati-
va de ambas fases (ver seccién I11.13.iii)). Puede compararse esta destilacién en fa-
se heterogénea, a lo visto en arrastre con vapor (seccién IV.5).

i1) En cambio, a partir de que el sistema a destilar presenta una tinica fase, por
gjemplo §’,, la destilacién fraccionada serd mas eficiente que la destilacién simple.

Veamos sobre el mismo Grafico 32:

Si se parte de una composicién Ly al llegar a t, el sistema alcanzara la ebulli-
¢ién, los vapores en equilibrio tendran composicién Vy. Estos vapores serdn conden-
sados en el primer plato tedrico de la base de la columna de fraccionamiento. Al ser
seguidamente “revaporizados”, se repite la situacién en la cual el liquido que ebulle
presenta dos fases (seccién IV.6.1) ). Es decir, que, los nuevos vapores en equilibrio
con ambas fases (§’; y §’,) tendran la composicién H, del heteroazeétropo.

Si la columna es ideal, tendri suficiente cantidad de platos teéricos como para
separar totalmente el heteroazedtropo, dejando, como segundo liquido a destilar, al
componente B puro. -

Sugerencia: Analice el proceso de destilacién simple y fraccionada, para un sis-
tema inicial de composicién global §,.

IV.7 Secado de liquidos _orgénicos

A menudo, el agua es uno de los liquidos que impurifican a los solventes organi-
cos. En muchos casos la destilacién es una forma apropiada de eliminarla.

Sin embargo, cuando la miscibilidad entre el agua y el solvente es grande y las
curvas de equilibrio liquido-vapor de sus soluciones son parecidas (ver seccién IV.3),
la eliminacién del agua debe hacerse por medio de desecantes. Agentes desecantes
especificos se describen en la seccién V.10 A continuacién se describen consideracio-
nes generales.

IV.7.1 Accién de los desecantes

La accién de un desecante depende en primera linea de dos factores: la capaci-
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dad de secado, que es una medida de la cantidad méaxima de agua fijada, y la inten-
sidad de secado, que viene determinada por la presién parcial de vapor de agua del
medio.

La capacidad del desecante se define por la siguiente ecuacién:

P, o. 100
K= 2
P(desec.) _

Donde K es la capacidad, Py  es el peso de la cantidad méaxima de agua fijable
¥ P(desec.) s el peso del desecante anhidro. .

Para el secado de aire la intensidad de secado se define por la presién de vapor
de agua en equilibrio sobre el desecante o por la cantidad de agua en mg por litro
de aire seco. Puede también indicarse por el punto de rocio, que es la tempera-
tura a la que tiene lugar laicondensacién del vapor de agua en el aire.

La eficacia de un desecante depende también de la velocidad de la fijacién de
agua. En esta velocidad intervienen parametros como tamatio de particula, distri-
bucién de éste, desactivacién de la superficie durante el proceso de secado'y por el
método experimental. s

Al utilizar desecantes deben tenerse en cuenta sus peligros, como la posibilidad
de corrosién cdustica con los desecantes acidos o basicos; o el peligro de explosién
(como con el perclorato de magnesio o con el sodio, cuando se ponen en contacto con
sustancias organicas, agua o hidrocarburos clorados); con desecantes que liberan hi-
drégeno durante el proceso de secado (debe procurarse que el secado tenga lugar ba-
Jo una campana extractora que funcione bien).

-,

IV.7.2. Tipos de desecantes mds utilizados
Los desecantes pueden clasificarse en:

1) desecantes de accion quimica y
2) desecantes de accién fisica.

Los desecantes de accién quimica actian de una de las maneras siguientes:

a) Fijan el agua como agua de cristalizacién y son regenerables por calentamien-
to. Ejemplos: cloruro de calcio, sulfato de sodio, perclorato de magnesio.

b) Reaccionan con el agua, no siendo posible la regeneracién simple, y pueden
formarse productos secundarios; estos desecantes son adecuados para secar sustan-
cias al vacio. Ejemplos: pentéxido de fésforo, metales, hidruros de metales o com-
puestos organometalicos.
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Los desecantes de accién fisica se caracterizan porque retienen agua por adsor-
cién en los poros de su superficie. Pueden regenerarse por calentamiento o median-
te vacio. Por ello, estos desecantes son inadecuados para secar sustancias al vacio.
Ejemplos: gel de silice, 6xido de aluminio y tamices moleculares.

Los desecantes frecuentemente usados, como cloruro de calcio, carbonato de po-
tasio, sulfato de sodio o sulfato de calcio, son sélo medianamente eficaces. Otros son
mejores desecantes, como el sodio 0 bien éxido de metales alcalinotérreos, pero no
son 100% eficaces. Por otra parte, el sodio puede provocar accidentes en el labora-
torio. ‘ '

Con los adsorbentes como silicagel, 6xido de aluminio y tamices moleculares de
3 y 4 A se alcanza, en la mayoria de los solventes, un contenido de agua de ~ 0,01%.

El secado cldsico de liquidos consiste en agregarles a éstos el desecante, dejando
en reposo y agitando de vez en cuando, o bien en calentar el liquido a reflujo sobre
el desecante (sistema estdtico). Luego se filtra, se separa por decantacién o se des-
tila. La destilacién‘es indispensable en aquellos casos en que durante el secado se
han formado compuestos por reaccién del agua con el desecante, los cuales se di-
suelven en el solvente.
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DESTILACION

Consideraciones experimentales

IV.8. Destilacién simple

En el Grafico 33 se observa el disefio de un aparato para destilacién simple.

El liquido en el balén de destilacion (A) se calienta hasta ebullicién y el vapor
que asciende va calentando el cuello del balén, siendo a su vez condensado por la
parte fria, formando un anillo de liquido. Lentamente el anillo de liquido va ascen-
diendo por el cabezal de destilacién (B) hasta alcanzar el termémetro. En ese mo-
mento los vapores salen por el vastago lateral y condensan en el refrigerante (C),
por el cual circula agua‘fria en la direccién indicada por las flechas. Este liquido
condensado cae al recipiente colector (E), con ayuda de la alargadera de destilacién
(D) y es el llamado destilado. El residuo que queda en el balén no debe llevarse a
sequedad ya que numerosos compuestos organicos dejan residuos explosivos.

La temperatura de destilacién se leera correctamente cuando el bulbo del termé-
‘metro (colocado justo debajo del anillo de reflujo) se encuentre inmerso en una “si-
tuacién de equilibrio”. Esta situacién se manifiesta por la presencia de una gota de
liquido en la parte inferior del bulbo.

Si la energia térmica suministrada al sistema fuera exagerada, la gota sobre el
bulbo desaparece y la temperatura que se leeria corresponde a la de un vapor so-
brecalentado.

Cuando se destilan liquidos que hierven a temperaturas elevadas se pueden ca-
lentar los balones a fuego directo paseando continuamente la llama por el fondo del
balén.

Cuando se destilan mezclas de liquidos con sélidos, en las que se forman pastas,
no debe calentarse a llama directa por el peligro de la rotura del balén.

Para liquidos que hierven entre 120-150°C, no se suele usar refrigerante con
agua corriente por el peligro de la rotura de éste. Se procede entonces al cerrado de
la entrada de agua.

Si la temperatura de ebullicién es superior a 150°C, se utiliza refrigerante de ai-
re, que bien puede ser el mismo refrigerante vacio.

Cuando la temperatura méxima alcanzada se mantiene aproximadamente cons-
tante (PEDb) se cambia el recipiente colector que contiene la cabeza de la destila-
cién, por otro de tamafio adecuado, conde se recogera el producto principal que se
espera obtener. La sustancia, si es pura o es un azeétropo, debe destilar en un in-
tervalo de 1-2°C.

Si la temperatura de ebullicién se eleva mucho quedando bastante liquido por
destilar, se cambia el recipiente colector y se recoge una fraccién superior (cola de
1a destilacién). Tanto la cabeza como la cola de la destilacion, contienen cantida-
des apreciables del producto principal. Si ambas constituyen una proporcién nota-
ble del total de la operacién, conviene someterlas a una nueva destilacién separa-
damente.
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Precauciones: en la practica, tanto durante una destilacion simple, como duran-

1)
i)

1ii)

iv)

te una fraccionada, deberan tenerse en cuenta los siguientes aspec-
tos, que podrian ocasionar problemas:

No calentar un sistema cerrado. Esto acarrearia un aumento de la presién
dentro del aparato y la légica explosion del mismo.

Abrir la circulaciéon de agua por el refrigerante antes de comenzar la desti-
lacién, de lo contrario el destilado no condensara.

Verificar que las uniones entre las partes del aparato aJusten perfectamen-
te, de lo contrario habra pérdidas en el rendimiento de la destilacién, y tam-

bién incendios, si se destila un solvente inflamable.

Para favorecer una ebullicién regular, se suelen colocar trozos de plato poro-

so, perlas de vidrio, etc. , los que al emitir burbujas de aire mantienen en-
agitacion la masa liquida y evitan los sobresaltos provocados por el sobreca-

lentamiento. Estas piedras porosas nunca deben agregarse al liquido calien-

te ya que ello prdvocaria una evolucién violenta de burbujas, con posibles

salpicaduras.

Si no se agrega este material poroso puede ocurrir que, por los sobresaltos,

se contamine el destilado (ya puro) con liquido que aln no destil6 y, ademas,

hara imprecisa la lectura del punto de Ebullicién.

Termémetro

Cabezal de
desnlacién

®

Agarradera

. Refrigerante (C) _
\ Alargadera
1 Vi

(E)

Balén de
destilacién

(A)

Trozos de material
poroso

Grdfico 33: Aparato de destilacion simple.-
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V.9 Destilacion fraccionada

En el Grafico 34 se observa el disefio de un aparato de destilacién fraccionada.

La separacién de liquidos por destilacién fraccionada se basa en que cuando una
mezcla l{quida (distinta de una mezcla azeotrdpica) se vaporiza parcialmente, los
vapores resultantes se enriquecen en el componente més volatil respecto del liqui-
do original. Si este nuevo vapor es condensado y nuevamente vaporizado parcial-
mente, y si el proceso es repetido suficiente nimero de veces, el vapor finalmente
obtenido sera el liquido puro de menor punto de ebullicién. '

Esta operacién puede realizarse rdpidamente y sin pérdidas por medio de una
columna de fraccionamiento que se inserta entre el balén y la salida de destilacién.

Los materiales de relleno méds comunes son hélices de vidrio, esponja de acero
inoxidable y anillos cerdamicos. Para lograr una méxima eficiencia la columna debe
hallarse completamente aislada. Tal aislacién completa es dificil de obtener. En la
destilacién de liquidos de PEb por debajo de los 100°C, es suficiente envolver la co-
lumna con tela o hilo de amianto. Para liquidos de alto punto de ebullicién, o en el
caso de columnas muy largas, se aplica a la columna una camisa con calentamien-
to eléctrico.

KT

—— Termémetro

Salida de destilacion

el [

Columna de
fraccionamiento [}

con salida ' /
Jlateral

T Jack
“’“ (adaptador
‘MIMMWWMMM’% de alt‘]l‘a)

Grdfico 34: Aparato para destilacién fraccionada.
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IV.10 Modificaciones mas comunes a los aparatos de destilacion descriptos

i) Cuando deben destilarse liquidos inflamables, se evitara la presencia cerca-
na de una llama. El 10se realizara con mantas calefactores o planchas calefactoras
y banos de aceite y/o glicerina. : :

i1) Cuando deben destilarse liquidos de punto de ebulllcmn ‘muy alto, o dro-
gas que descompongan durante el calentamiento prolongado, se reduciri la pre-
sién interna del sistema, destildndose al vacio. Para lograrlo basta engarzar per-
fectamente la alargadera de destilacion a un kitasato al que se ha conectado una
bomba de succidn.

iii) Cuando se quiera aumentar la relacion de reflujo (como se vio en la sec-
cién IV. 2.d)), se modificari el cabezal de destilaciéon como, por ejemplo, se muestra
en el Grafico 35. El cabezal consta de una entrada para el termémetro (T); un dedo
frio, o refrigerante vertical, (R) por donde circula agua en el sentido que indican las
flechas; una terminal de aguja (P), que permite medir como nimero de gotas por
unidad de tiempo la cantidad de liguido que refluja o que sale del sistema a través
de la llave (S), hacia el balén B. Con estos datos se puede calcular la relacién de re-
flujo. Por ejemplo: si se saca una gota de destilado por cada nueve que se reﬂuJan
la relacién es 9 a 1. Para fraccionamientos eficientes normalmente se requiere una
relacién de reflujo de 100 a 1. La columna de fraccionamiento (F) puede estar cale-
faccionada mediante una resistencia eléctrica (E).

4—(‘:\
Agua —p
Conexién para
@ hacer vacio
Termémetro (T) Refrigerante
> vertical
®)
Terminal de
L aguja
= P)
1 _
Columna de oob | Lilave ()
fraccionamiento «——[[1%:
@ ¥
Resistencia : s Balén (B)
elécetrica <
' (E) Iaeld |

Grdfico 35: Cabezal de destilacién para reflujo total o parcial.
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iv) Existe una amplia variedad en tamaiios de destiladores.

Desde microdestiladores; (para 2 6 3 ml), hasta instalaciones 1ndustr1a1es (des-
tilacién de petréleo). . :

v) Cuando se desea efectuar un arrastre con vapor, puede emplearse un equipo
de destilacion simple, donde el baléon que se calienta contenga el agua (para gene-
rar el vapor) y la segunda fase. O bien, se puede armar un aparato como el que se
muestra en el Grafico 36 en el que el vapor se genera en otro recipiente; es decir, el
arrastre se produce por una corriente de vapor de agua, que se inyecta al recipien-
te que contiene la muestra a separar.

E r:/_,,v’[\lbo de se.g:uridad

N
Generador

de vapor

Agarraderas

Bal6n con - f
muestra ..
Calefaccion Destilado
j N et e, adicional (agua més

sustancias arrastrables)
Grdfico 36. Aparato de arrastre con vapor.

IV11 Rotavapor

Es un aparato disefiado para permitir la rdpida eliminacién de un disolvente (en
general proveniente de extracciones (ver Capitulo V). Se asemeja, en su funciona-
miento, a una destilacién simple al vacio. Resulta, entonces, particularmente 1til
cuando se quieren concentrar soluciones de solutos que descomponen con la tempe-
ratura (y no para separar mezclas de solventes. entre si).

Existen muchos modelos comerciales y, en general son muy eficientes, a menos
que tengan pérdidas por los anillos selladores.

En el Grafico 37 se muestra un Rotavapor que consta de: un balén de entrada D
(que contiene la solucién a concentrar); un tubo C, cuya parte superior A esta conec-
tada a una llave B a la atmésfera.

El balén D se calienta por medio de un ba.no de agua, el vacio se logra conectan-
do la salida H a una bomba de succién. El solvente caliente destila a presién redu-
cida y condensa sobre el refrigerante F (por donde circula agua), desagotando en el
balén E, que se puede enfriar (incluso con bafios refrigerados).
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El balén D gira continuamente a velocidad regulable por el motor G, logrando un
calentamiento homogéneo de la solucién a concentrar.

Llave (B)

ﬁ.” Refrigerante (F)

§ Motor de velocidad
; “ regulable (G)

Balén (I)

Tuabo (C)
Saiida a la bomba
de succidn (H)

Solucidn a
concentrar (D)

Mangueras para
circulacion de
agua

Bal6n receptor (1)

<

Grdfico 37. Rotavapor: equipo para evaporar liquidos a presién reducida.
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CAPITULO V

Extraccion
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EXTRACCION

Consideraciones Tedricas.

V.1 ;Qué se entiende por extraccién?

Cuando una sustancia estd en contacto con dos fases liquidas, inmiscibles entre
si, se establece un equilibrio de distribucién de la mlsma entre dichas fases. La sus-
tancia puede ser sélida, liquida o gaseosa.

En general, el proceso de distribuciéon de una sustancia entre dos fases en con-
tacto depende de una de estas dos variables: Particién o Adsorcién.

La Particién indica una disolucién selectiva, con solubilidades dlferen-
tes para una sustancia, entre las fases de dos solveztes inmiscibles.

La adsorcién indica una adherencia selectiva, con desorciones dlferentes
para una sustancia entre la fase sélida del adsorbente y la fase liquida del eluyen-
te. .

Las distintas técnicas cromatograficas (Capitulos VI y VII), se basan en una u
otra variable, mientras que la Extraccién se basa sélo en el fenémeno de par-
ticion.

Se puede definir, entonces, a la Extraccmn, como la separacion de un compo-
nente (del seno de una mezcla), por accién de un solvente que lo disuelve selectiva-
mente. Se llama, en cambio, lavado cuando lo que se extrae es la impureza, perma-
neciendo el compuesto deseado en su fase original (ver seccién V.8).

V.2 La Constante de Particion

La teoria del proceso de extraccién puede ilustrarse considerando la operacién de
extraer un compuesto orgdnico que se encuentra en solucién acuosa, con un solven-
te organico, inmiscible con agua.

Se aplica en este proceso la llamada Ley de Distribucién o Ley de Part1c10n que
establece que:

“si a un sistema de dos fases liquidas inmiscibles 0 muy poco miscibles, se le
agrega una cantidad de un tercer componente, soluble en ambas fases, éste se dis:*
tribuird en cada fase, de tal forma que el cociente que resulta de d1v1d1r las concen- -
traciones logradas en cada fase serd una constante, que sélo dependera de la tem-
peratura.”
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Se asume que el estado molecular de la sustancia en cuestion es el mismo en am-
bas fases (no se consideran asociaciones ni disociaciones).

Si C, y C, son las concentraciones de la sustancia en las fases liquidas Ay B, en-
tonces, a una dada temperatura, se cumple que:

C,

= Constante Kd (cualquiera de las dos fases puede ser la fase acuosa, y se
C, debe aclarar).

K, es el llamado coeficiente de particién o distribuciéon

Una aproximacién al valor de Kd estaria dado por la razén de los valores de so-
lubilidad que presenta la sustancia en cada uno de los solventes. -
- Por ejemplo: a 25°1a solubilidad del acido acetilsalicilico (aspirina) es 4,27 g/100
ml] de éter etilico, y 1,22 g/100 m] de agua.
Cuando se agrega aspirina sélida (pulverizada) a una mezcla de ignales volime-
nes de agua y éter etilico, la concentracién de aspirina en el éter serd, aproximada-
mente 3,5 veces mayor que en la la fase acuosa:

masa/100 ml de éter 4,27 éter
Kd= = = 35=Kd
masa/100 ml de agua 1,22 agua

V.3 ;En base a qué parametros se elige el mejor solvente de extraccion?

Los compuestos organicos son generalmente mas solubles en solventes organicos
que en agua y, por lo tanto, pueden extraerse de soluciones acuosas. '

La eleccién del solvente de extraccion depende de la solubilidad del compuesto a
extraer, de la volatilidad, inflamabilidad y toxicidad de los posibles solventes a em-
plear. :

Nuevamente aplicamos la regla que dice “lo similar disuelve lo similar”, mencio-
nada en las secciones 1.7 y I1.3., de los Capitulos I y II, respectivamente.

Cuanto mayor sea la a.ﬁnidad de la muestra orgénica por el solvente de extrac-
cion elegido, mas facilmente se extraera.

'Si la solubilidad del compuesto en agua es grande, se puede recurrir al efecto
“salting out” (seccién I1.4). Esto es, por agregado de electrolitos a la fase acuosa, se
aumentara la fuerza iénica de la misma, haciendo descender el valor de la solubili-
dad de la muestra orgdnica en dicha fase, lo cual favorecerd el pasaJe de la misma
a la fase del solvente orgdnico de extraccién. :
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V4 ;Cudnto se extrae?

En general, la extraccién consiste en agitar la solucién acuosa y la fase de sol-
vente organico en una ampolla de decantacion. .

Luego de dejar reposar unos minutos, se separan nuevamente las fases y se se-
paran, drenando la fase inferior por la llave de la ampolla (Ver seccidn experimen-
tal V.'7).

Pero... jes suficiente realizar una vez el proceso, o debe repetirse algunas veces
mas? _

Supongamos que se desea extraer 100 ml de una solucién acuosa que contiene
1,0 g de aspirina con 60 ml de éter etilico, con el objeto de recuperar la mayor can-
tidad de aspirina posible en la fase etérea.

Silos 100 ml de solucién acuosa se agitan con los 60 ml de éter, la concentraciéon
de aspirina remanente en la solucién acuosa puede calcularse de la expresion de Kd
(seccién V.2). Si llamamos X al nimero de gramos de aspirina que se extraeran con
éter, serd 1-X el nimero de gramos que permanecer4 en la fase acuosa, luego de la
extraccion. -

Entonces:

Xg/60 ml de éter
(1-X) g/100 ml de ‘agua

H

X=0,68 ¢

Por lo tanto, una extraccién con 60 ml de éter rémueve 0,68 g de aspirina de la
fase acuosa.

Supongamos ahora que, en vez de extraer 1 vez con 60 ml de éter, se extrae en 2
pasos, con 30 ml cada vez .

Nuevamente, podemos expresar la cantidad de aspirina remanente.
Primera Extraccién:
Xg/30ml de éter
(1-X) 100 ml de agua.
X=051g

quedan entonces 0,49 g en la fase acuosa.

Segunda Extraccién:
X/30 ml] de éter
(0,49-X)/100 ml de agua
X= 0,25 g
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Los extractos etéreos reunidos sumaran 0,76 g de aspirina, lo que representa
0,08 g mas que la cantidad separada al realizar un sélo paso de extraccion (un 8%
mas eficiente resulta la doble extraccién).

Sugerencia: Calcule la cantidad de aspirina extraida en 3 pasos con 20 ml de
éter cada vez.

‘Generalizando, se observa que los mejores resultados se obtienen dividiendo el
solvente de extraccion en algunas porciones antes que hacer una extraccién unica
con la totalidad del volumen del solvente de extraccion.

Si el par de solventes empleados es absolutamente inmiscible, se podria aplicar
una descripcién matemadtica rigurosa en cada extraccién, arribandose a la férmula
siguiente:

n
Kd.V
Gn=Go. | ———
Kd.V+S

donde: Go=gramos del soluto en la solucién acuosa original.

V = volumen de la solucién acuosa original.

S = volumen de solvente orgdnico de extraccion.

Gn= gramos del soluto que quedan en la fase acuosa luego de n extraccio-

nes.

masa disuelta en la fase acuosa

Kd=constante de dlstnbucmn definida como —
masa disuelta en la fase orgdnica

n = ndmero de extracciones.

De la formula se deduce que, por ser—M menor que la unidad, cuanto mis
Kd.V+S

veces se extraiga (mayor n), menor serd el remanente del soluto en la fase acuosa,
esto implica mayor eficiencia en la extraccién.

V.5 (Debe ser inerte un solvente de extracciéon?

El solvente utilizado en la extraccién no debe alterar la estructura del compues-
to a extraer. Sin embargo, las reacciones de tipo 4cido-base (que son reversibles) son
muy frecuentemente utilizadas para realizar lavados secuenciales.

Para entender mejor el fundamento de este tipo de extraccién 4cido-base, debe
analizarse las tablas IX.1 a IX.7 del Capitulo IX en lo referente a solubilidades fren-
te a dcidos y/o a bases, de los compuestos alli utilizados.
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V.6 Extraccion acido-base

Se tiene una solucién etérea de naftaleno, impurificada con dcido benzoico
y N, N-dimetilanilina ;como lograr, mediante extraccion Acido-base, tener los
compuestos separados?

a) Primer paso: se pone en contacto la solucién éterea de la mezela con porecio-
"ﬁﬁes frescas de acido a C1H 5%. Se extrae cada vez, una dada cantidad de N,N-dime-
tilanilina, pues | la pequeiia proporcion de la amina que se disuelve en agua (y daria
lugar a un Kdo7 ua grande) se protona, formandose una nueva especie: Cloruro de
N,N-dimetilanilonio, muy soluble en agua.

COOH - ',* (0
CH—N—CH, N—CH FASE
FASE ETEREA SOLUCION
ORIGINAL (I) . ACUOSA
- DE CIH 5%
;; - W (ler. agua de
Kn extraccién)

Esto implica la “desaparicién” de la N,N-dimetilanilina disuelta como- tal, y
por lo tanto, el pasaje de mas moléculas de amina libre a la fase acuosa (ya que Kd
es una constante por el Principio de Le Chateher el equilibrio se desplaza hacia la
derecha). '

Este paso se repite algunas veces, para asegurar una extraccién eﬁc1ente hasta
la desaparicién de la N,N-dimetilaniliria de la fase etérea original (I). .

Se tienen entonces, varias fracciones de solvente acuoso de extraccién y, reu-
nidos, contienen la totalidad de la amina como cloruro de N,N- dimetilani-
lomo

b) Segundo paso: Se retinen las fases acuosas dcidas unificando la primera ex-
traccion. La fase acuosa 4cida total se pone en contacto con una fase etérea pura
dI). La sal de anilonio es insoluble en éter. Se agrega entonces una base, como
NaOH 8% para alcalinizar la fase acuosa (clorhidrica), y ocurre el préximo paso.
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ler. aigua #cida de extraceién
T ) FASE DE
CH—N'—CH ETER PURO (II)
3 N—C 3
\\ La sal de anilonio es insoluble eﬁ éter
N\
(" + NaOH

¢) Tercer paso: La base desplaza el equilibrio hacia la liberacién de la amina

(Principio de Chatelier). La amina ahora es insoluble en el agua alcalina (ver Tabla

IX.7) y, por lo tanto, se disolvera prontamente en la fase etérea (II) que tendra
N,N-dimetilanilina como tnico soluto.

Mediante estos tres pasos sé ha logrado la separacion de la N,N-dimetilanilina
de la mezcla inicial.

neutralizacién del ler. agua de extraccién( ETER PUROII
*u'
CHy—N—CH, CH—N—CH, CH—N—CH,
\ Ko
d +-(I‘éuOH) e + ONo + HO &

d) Cuarto paso: Se pone en contacto 1a solucién etérea original (I) (que aho-
ra sélo contiene naftaleno y dcido benzoico) con solucién de NaOH 5%. Se extraera
ahora el acido benzoico, pues:
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(I) FASE ETEREA ORIGINAL 2° agua de extraccién (bésica)

O ‘ COOH (00N

(0OH
)

+ NoOH——

F\\

la pequenia proporcién de dcido que se disuelve en el agua (daria lugar a un Kdigelfa

grande), se ioniza, forméandose la sal del anién carboxilato. Esto implica la
“desaparicién” de la “especie acido benzoico disuelto en agua como tal y, por lo
tanto, el pasaje de mas moléculas de acido benzoico a la fase acuosa (Kd= cte; Prin-
cipio de Le Chatelier). \ ‘ '

Este paso se repite algunas veces, con alicuotas nuevas de solucién alcalina, pa-
ra asegurar una extraccion eficiente; hasta la desaparicién del dcido benzoico de la
fase etérea( I). Dicha fase etérea original (I), quedd, por lo tanto, con naftaleno
como tnico soluto. '

e) Quinto paso: Se pone en contacto el agua bésica unificada de la segunda ex-
traccién, con una fase etérea pura (III). La sal es insoluble en éter. Se agrega en-
tonces dcido para neutralizar la fase alcalina.,

2" agua de extraceién FASE DE ETER PURO III
(agua + base) _
(00 ™Na* _
El carboxilato de sodio es

insoluble en éter

S
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f) Sexto paso: El dcido agregado desplaza el equilibrio hacia la liberacién del
acido. _

Neutralizacién de Ia 2d ETER PURO (III)
gt eu aclon de la zda.
C00"No agua de extraceién COOH K, . COOH
—
+ T —m> + H,0 + CINa

El dcido benzoico es muy poco soluble en agua, y, por lo tanto se disolvera es-
pontaneamente en la fase etérea (III) que lo tendrd como tinico soluto.

FINALMENTE: se han separado por sucesivas extracciones 4cido-base los tres
componentes de la mezcla original, quedando:

(I) Fase etérea original con el naftaleno.
(IT) Fase etérea con la N,N-dimetilanilina.
(III) Fase etérea con el dcido benzoico,

g) La forma m4s sintética y sencilla de expresar la secuencia descnpta es la que
se observa en el Grafico 38.

[NAFTALENO + ACIDO BENZOICO + N,N-DIMETILAN ILINA]

léter

~ Solucién etérea (I)
naftaleno, dcido benzoico, N,N-dimetilanilina
CIH 5%
Solucién acuosa ficida Solucién etérea (I)
Cloruro de N,N-dimetilanilonio Naftaleno y dcido benzoico
3 NaOH 5%
NaQH 8% :
bter
Solucién acuoso alcalina Solucidén etérea (I)
N> Solucitn etérea (II) benzoato de sodio
' . : Naftaleno
[N,N—dimetilani]ina] gtLH 8%
= r

v

Solucién acuosa alcalina
CINa, H,0, NaOH

vy
Solucién etérea (III) Soluci6én acuosa ficida

CIE, CINs, B0

Grdfico 38: Esquema en cascada mostrando un ejemplo de separacién acido-base.
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V.7 Comentarios

i) La metodologia presentada hasta aqui, es de aplicacién absolutamente gene-
ral. Frente a una mezcla de sustancias a separar hay que reconocer primero, los
grupos funcionales 4dcidos, basicos o neutros presentes. Seguidamente se debe ana-
lizar la solubilidad en agua o en fase organica de los componentes de dicha mezcla.
Si se encuentran presentes compuestos solubles en agua, éstos deberdn separarse
antes de extraer con soluciones acidas o basicas.

ii) Es posible diferenciar entre grupos acidos y débilmente dcidos:

Los fenoles se extraen sélo con solucién de NaOH.

Los 4cidos orgdnicos se pueden extraer con solucién de bicarbonato de sodio. A
este pH los fenoles no pasan a fendxidos, exceptuando aquellos que presenten gru-
pos atractores de electrones en el anillo aromatico (ej.: nitro-fenoles).

iii) Es frecuente que después de una sintesis, los productos de reaccién estén con-
taminados con alcoholes (utilizados como reactivos o solventes). Los alcoholes son
solubles en agua y también en la fase orgénica, y su extraccién es, por lo tanto, di-
ficil. Se recurre, entonces a la propiedad que presentan los compuestos con oxigeno
(también éteres) de protonarse en medio dcido fuerte. Se agita la mezcla orgéanica
con CIH concentrado y frio, y luego se separan las fases; el acohol, protonado pasa
a la fase clorhidrica. Debe cuidarse que un medio tan acido no afecte al compuesto
que se desea aislar.

V.8 ;Como se extraen secuencialmente los componentes de una planta?

El an4lisis quimico de los componentes de una planta se denomina screening de
la misma. . '

Generalmente se parte del material vegetal previamente deshidratado (en estu-
fa y corriente de aire a 40-45°C) y finamente pulverizado. Este polvillo vegetal se
extrae con fracciones del solvente elegido, o bien con extraccién continua en
SOXHLET (ver seccién experimental V.10.c).

El tipo de compuestos orgdnicos extraidos, variard con la polaridad del solvente
elegido. Normalmente, para un estudio sistematico, se elige como primer solvente
de extraccién, uno poco polar (ej. éter de petréleo). Luego de la extraccion, el resi-
duo sélido se separa del solvente, y se somete al s6lido a una nueva extraccion, con
otro solvente mas polar, extrayendo, esta vez, los componentes mas polares presen-
tes en el material vegetal. '

Un esquema muy general de extraccion de material vegetal seria el siguiente:
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EXTRACTO VEGETAL SECO Y MOLIDO

ther de petréleo
Extracto etéreo Residuo
contiene: esteroles
alcoholes de alto PM metanol
ceras , _
© grasas
_ carotenos w
colorantes { Extracto metanélico Resgiduo
clorofilas contiene: (se desecha)
terpenos flavonoides
agliconas de flavonoides glicésidos de
esteroles
taninos
alcaloides
flavonoides muy polares
colorantes

Aclaracién: si se hiciera sobre el polvillo vegetal original un extracto inicial con
metanol, muchos de los compuestos no polares serdn extraidos, por efectos de co-di-
solucién.

La presencia de cada uno de estos grupos de compuestos se puede detectar por
reacciones de caracterizaci6 ecificas (muchas veces empiricas, de estequiome-
tria y mecanismos dmmi&:)?

También es posible aislar estos grupos de compuestos, a través de nuevas se-
cuencias de “llevado a seco-extraccién”; ya sea con distintos solventes, o con extrac-
cién acido-base (ver seccion V.6).
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EXTRACCION

Consideraciones experimentales

La técnica de extraccién se emplea muy frecuentemente para lograr el aisla-
miento de productos naturales, o para purificar el producto smtet:lzado en una reac-
cidn.

Algunas posibles situaciones de extraccién son:

1) Aislamiento de productos orgdnicos de una solucién acuosa, por extraccién con
un solvente organico.

2) Purificacién del compuesto organico deseado, separando sales y dcidos o bases
formados en la reaccion, por extraccién con agua (“lavados”).

3) Separacion de acidos o bases orgdnicas, de otros compuestos organicos presentes
en una fase organica, por extraccién con dcidos o bases diluidas (Seccién V.6).

En todos estos casos se puede aplicar una extraccién simple, con la ayuda de una
ampolla de decantacion.

V.9 ;Como se manipula la ampolla de decantacién?

a) Las ampollas de decantacién se consiguen comercialmente en distintas for-
mas, desde esféricas, hasta elongadas en forma de pera. Las ampollas elongadas
permiten observar mejor la zona de separacién de fases, cuando se esta decantando
(Grafico 39(a)). '

Las ampollas tienen un robmete en su parte 1nfer10r por donde drenara el con-
tenido al véstago. ‘

b) Para llevar a cabo la extraccién, se coloca la solucién dentro de la ampolla con
el robinete cerréan\lg/am;%)‘lla se encuentra soportada por un aro, y con un reci-
piente colector por debajo. (Grafico 39(b) ).

Se agrega, entonces, el volumen del solvente de extraccién elegido, de tal forma
de no llenarla mis allé de 3/4 de su volumen.

c)

a)

Grdfico 39.
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El orificio superior de la ampolla se cierra con un tapén de Teflén o esmeril.

¢) Para agitar el contenido, se toma la ampolla como se muestra en el Grafico
39.c); de tal forma de presionar el tapén con la palma de la mano. Se debe agitar vi-
gorosamente para lograr que los dos liquidos inmiscibles se mezclen intimamente,
‘tanto como sea posible. Es decir, el propdsito es aumentar la superficie de contacto
entre los dos solventes, para que la dlStI‘lbIlClOl‘l del soluto se equilibre en el menor
tiempo posible.

Durante la agitacién, aumenta la temperatura del contenido de la ampolla, ya
sea por el calor de disolucion liberado, o por el contacto con las manos; de tal forma

que aumenta la presién en su interior. Es necesario liberar la presion forma-
da.

d) Para liberar la presién que se desarrollé dentro de la ampolla, se debe inver-
tir la misma (con el robinete para arriba), manteniendo la tapa bien cerrada, y en-
tonces abrir cuidadosamente el robinete.

Este procedimiento es particularmente importante cuando los solventes tienen
bajo PEDb, o se extrae una solucién 4cida con bicarbonato de sodio (se libera CO,),
ete. Sino se realizara esta operacién, puede desprenderse violentamente el tapén,
o eventualmente, estallar la ampolla, perdiéndose el contenido de la misma y pu-
diendo ocasionar lesiones (de piel, oculares, etc).

e) Luego se dejan separar las fases y, cuidadosamente, se drena la fase inferior
al recipiente colector (si la ampolla est4 tapada no drenara el liquido, ;por qué?).

Como regla general las fases se separaran de tal forma que el solvente més den- .
so va al fondo. Sin embargo, a veces ocurre que la concentracién de solutos presen-
tes, puede alterar la densidad de alguna fase hasta el punto de invertir las densi-
dades relativas de los solventes (a veces esto se debe al efecto “salting out”).

Aclaracién: Es muy comin que los estudiantes descarten la fase equivocada y lo
verifiquen demasiado tarde. Como prevencion, se sugiere guardar ambas fases, has-
ta que no quede duda sobre la identidad de cada una.

f) Ocasionalmente, después de la agitacién, los dos 11qu1dos inmiscibles no se se-
paran nitidamente, formando una emulsion.

Siuna de las fases es agua, la emulsion se puede “romper” agregando una solu-
cién salina saturada. Este agregado disminuye la tensién superficial del agua y per-
mite que las gotas colapsen, formandose una capa. ~

También se puede drenar el contenido emulsionado, gota a gota, sobre las pare-
des limpias de un erlenmeyer o un vaso de preclpltados lograndose la formacién de
las dos capas.

Otra forma de recuperar las capas es centrifugar la totalidad de la solucién.

En casos muy ‘rebeldes’, sera necesario probar con otro par de solventes, o evi-
tar el agitado violento de las fases inmiscibles.

Si quedaron restos de sélidos en la interfase (a veces forman una tercera capa),
es necesario filtrar el sistema heterogéneo antes de la separacién.
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g) Luego de la extraccién, la fase orgénica estd saturada con agua, y es necesa-
rio secarla, antes de evaporarla.

El agua es una impureza que siempre hay que sacar antes de evaporar el solven-
te (0 antes de destilar). _

Normalmente se utilizan sales que forman hidratos, como agentes desecantes. .
La eficiencia del secado dependera del grado del desplazamiento del equilibrio
sal = sal hidratada, hacia la derecha (intensidad); del grado de hidratacién (ca-
pacidad de incorporar una o mas moléculas de agua en el hidrato), y de la veloci-
dad con que se llegue al equilibrio citado.

V.10 Secado de solventes organicos

El secado de soluciones orgdnicas consiste en agregar el desecante, dejando en
reposo el sistema unos minutos luego de agitarlo de vez en cuando. Luego se filtra.

Los agentes desecantes més comunes son aquellos que no afectan o reaccionan
con la mayoria de los compuestos orgédnicos. Algunos ejemplos son:

1) MgSO, = alta capacidad, mediana intensidad, rdpida accién, barato. Es uno
de los més usados. '

2) Na,SO = alta capacidad, baja intensidad, rapida accion. Muy usado.

3) €CaCl, = alta intensidad; se lo utiliza principalmente con hidrocarburos y ha-
logenuros de alquilo, porque forma complejos con la mayoria de los compuestos que
tienen O y N.

4) CaSO, = (Drierite)= muy alta intensidad, baja capacidad, rapido. Se lo utiliza
‘para secado de gases.

5) K,CO; = se lo utiliza para secar alcoholes, por ser muy insoluble en ellos. Tie-
ne capacidad e intensidad intermedias.

6) Tamices moleculares (molecular sieves) son complejos de silicatos con una es-
tructura porosa tal que atrapa selectivamente moléculas de agua. Muy buen agen-
te desecante.

La cantidad de agente desecante a utilizar es aproximadamente una décima o vi-

gésima parte del volumen a secar. Se permite el contacto liquido-desecante duran-
te 10 a 20 minutos y luego se elimina por filtracién rapida.
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Vi1 ;Qué es una extraccién continua?

Un problema experimental bastante comin es el que involucra la separacién de
un componente que es poco soluble en el solvente de extraccién, a partir de una
mezcla con otros componentes, esencialmente insolubles en dicho solvente.

Para efectuar una extraccién eficiente, se requerirdn grandes volimenes del sol-
vente extractor y el costo y el manipuleo de tales cantidades hace impréctica la ope-
racién. Ademds seria muy tedioso pretender hacer un gran nimero de extracciones.

La extraccién continua utiliza aparatos que, por su disefio, solucionen el proble-
ma planteado.

Existen tres disefios basicos de aparatos para extraccién continua, como se ob-
serva en el Grafico 40: ' '

a) Aparato para extraccién continua con un solvente menos denso que la solucién
" original . : ' '

b) Aparato para extraccién continua con un solvente mas denso que la solucién ori-
ginal.

c¢) Aparato “SOXHLET" para extraccion continua de un polvo sélido.

Sugerencia: analice cuidadosamente el funcionamiento de cada aparato del Gra-
fico 40. -
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Solueién a

Condensado

Solvente de
extraccion

Solucidén a
extraer,

Balén a

ebullicisn  Cartucho de )
papel de filtro ¥ Vapor
(con mueslra H Brazo del
sélida) Lifah

a)

Solvente de
extraceidon

Solvents de
extraecién

ﬁ\_,yVapor

Balén con el solvente
de extraccién
en ebullicién

b)

a) Disefio que permite extraer con un solvente menos denso que la solucién inicial.
b) Disefio que permite extraer con un solvente mds denso que la solucién inicial.

¢) Equipo SOXHLET de extraccién s6lido-liquido.

Grdfico 40. Aparatos de extraccion continua.

Condensado
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CAPITULO VI

Cromatografia de adsorcion
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CROMATOGRAFIA

V1.1 Introduccion:

La técnica de Cromatografia se basa en el principio general de distribucién de
un compuesto entre dos fases, una fija y otra mévil.

Reducida a su fundamento, se la puede ver como la remocién selectiva de los
componentes de una mezcla por accién de la fase moévil que fluye a través de la fa-
se estacionaria, donde se encuentran.

Esta técnica se emplea no sélo para separar los componentes de una mezcla, si-
no también como criterio de pureza e identificacién, bajo ciertas circunstancias (se
discutirdn en la seccién VI.4).

Existen varios tipos de cromatografia. Entre otros citamos:

1) Cromatografia de adsorcién.

2) Cromatografia de particion.

3) Cromatografia de filtracion con geles (o tamices moleculares).
4) Cromatografia de intercambio idnico.

Existen también varias técnicas que se aplican a algunos de los tipos menciona-
dos:

a) Cromatografia en capa delgada (C.C.D.).

b) Cromatografia en capa preparativa (C.C. Preparativa).

¢) cromatografia en columna.

d) Cromatografia en papel.

e) Cromatografia gaseosa —se analiza separadamente por tener métodos y téc-
nicas propias—.

La técnica de capa delgada es para uso analitico y la columna es siempre prepa-
rativa.

Las técnicas de papel y gaseosa pueden utilizarse como recursos analiticos o pre-
parativos.

Segtin la técnica empleada habra consideraciones especiales para los distintos
pasos en el proceso cromatografico. Pero se puede decir, que dicho proceso consta de
cinco etapas principales (todas ellas seran explicadas con detalle en la seccién ex-
perimental);
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1) Armado de la placa o columna: implica la disposicion espacial que adopta-
ra la fase estacionaria.

2) Siembra: se refiere al contacto inicial de la mezcla a separar con la fase es-
tacionaria, para su posterior desarrollo.

3) Desarrollo: es el pasaje de la fase mévil a través de la fase estacionaria.

4) Revelado: implica la localizacién de las zonas en que se encuentran los com-
puestos ya separados, cuando éstos no poseen color intrinseco.

5) Elucidn: se utiliza cuando se intenta remover los solutos de la fase estacio-
naria

En este capitulo, nos ocuparemos de la Cromatografia de Adsorcién, en sus téc-
nicas de capa delgada, preparativa y columna.

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

Consideraciones Tedricas

VL2 Definicién y visualizacién del proceso cromatogrifico

El proceso de cromatografia de adsorcion se basa en la separacién de un soluto
entre una fase sélida de adsorbente y una fase moévil.

El fenémeno de adsorcién ocurre en la superficie del granulo de fase fija, y se
fundamenta en la atraccion entre el soluto y el adsorbente por formacién de unio-
nes dipolo y formacién de puentes hidrégeno.

Esta cromatografia sélido-liquido depende de:

a) El equilibrio establecido en la interfase entre el sélido adsorbido y la solucién
aplicada como fase movil.
b) La solubilidad relativa del soluto en la fase mévil.

El soluto es adsorbido en la superficie del adsorbente y luego desorbido por el
solvente de fase movil.

Si se trata de una mezcla de solutos, el mas fuertemente atraido por el
adsorbente, sera el mas dificil de eluir y sera el que “corre” o se desplaza
menos.

Este tipo de cromatografia se utiliza en tres de las técnicas mencionadas en la
introduccidn, a saber: capa delgada, capa preparativa y columna.

Las capas presentan al adsorbente cubriendo la superficie de un soporte, que
puede ser, entre otros, una placa de vidrio.

En el Grafico 41 puede visualizarse el proceso cromatografico, con el siguiente
ejemplo:

Se ha sembrado la muestra mezcla y el patrén de un posible componente, a una
corta distancia del borde inferior de la capa de adsorbente, a la derecha e izquier-
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da respectivamente; luego se sumerge el borde inferior en el solvente de desarrollo,
que asciende por capilaridad, desorbiendo selectivamente a los distintos componen-
tes de la mezcla, pasando por los estados a), b), ¢) y d).

Solvente de desarrollo

Muestra Mezcla
patron

a) h) ) d)
Grdfico 41. Esquema del proceso cromatografico en capa delgada.

De la observacién de la C.C.D. (cromatografia en capa delgada) del Grafico 41(d),
en la que el solvente ha llegado al tope permitido, se puede concluir que la sustan-
cia mas “retenida” fue L1, y la que mas “corrié” fue ¢ . Los circulos negros se des-
plazaron en forma intermedia y podria tratarse de la muestra que sembramos co-
mo patrén (comparar con el desplazamiento del patrén).

Un “andlogo microscopico” del mismo proceso nos mostraria la competencia en-
tre las fuerzas de adsorcién y desorcién, como se muestra en el Gréfico 42.

Flujo de Solvente

granulo de
adsorbente

O @ @ sustancias que se adsorben con diferente fuerza sobre la saperficie del granulo de adsorbente.

€)solvente que compite con la fuerza de adsorcion de los solutos, forzando equilibrios adsoreién-desor-
cién.

Grdfico 42: “Analogo microscépico” del proceso cromatografico.
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En el Grafico 42(a), vemos un granulo de adsorbente, en el lugar de la siembra,
al que se le han ligado (adsorbido), con fuerzas diferentes los tres compuestos de la
mezcla. Las fuerzas serian, de mayor a menor:

AN D - > (X XITTY)

Al comenzar la elucion (Grafico 42(b)), las moléculas de solvente (fase mévil o)
competiran con los solutos por su adsorcién en la superficie del granulo de adsor-
bente. El compuesto adsorbido mas débilmente ( 4 ******) serd mas facil de desor-
ber, y el solvente de desarrollo lo remueve, arrastrandolo, a medida que avanza so-
bre la fase estacionaria (Grafico 42(c)).

Las fuerzas con que los solutos se fijan al adsorbente resultan de la polaridad de
los mismos (ver seccién VI.3.2).

Un solvente de desarrollo muy polar, tiene una fuerza de elucién grande, y re-
mueve a su paso a la muestra, que ya no queda ligada al adsorbente. Un desarrollo
en el que dos 0 mas componentes corren con el frente del solvente, no sirve a los fi-
nes separativos.

Para poder medir el desplazamiento alcanzado por cada componente de la
mezcla y por el patrén, con una medida que resulte independiente del tiempo y
de las dimensiones de la placa, se utiliza el el concepto de Relacion de frente
(Ry); v se lo define como el cociente entre la distancia recorrida por el com-
puesto y la distancia recorrida por el solvente de desarrollo. Esto se mues-
tra en el Grafico 43.

Frente del solvente

| wSustanciax

r— Compuestos separados
___,’ en la cromatografia

Origen

b _ distancia recorrida por x
a  distancia recorrida por el solvente

Grdfico 43. Céalculo del R, en una cromatografia en capa delgada.

De la definicién se desprende que el valor de R; es siempre menor o igual a la
unidad.

En la técnica de columna, donde el solvente se deja gotear por el robinete infe-
rior (Ver seccién VI.8.3), este R, carece de sentido (no se puede medir el frente) y,
por lo tanto, se lo utiliza para las técnicas de placas.
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Intuitivamente se percibe que a mayor distancia recorrida por el solvente, mejor
ser4 la resolucién lograda (siempre y cuando el proceso de difusion no supere el cro-
matografico). jImplica una mejor resolucién en placa la modificacién del valor del
R; durante la recorrida?

Veamos:

Si dos sustancias de una muestra tienen R; 0,7 y 0,9 respectivamente, la sepa-
racién entre ambas sera de 2 mm si el frente del solvente corriera 1 cm; mientras
que, si el frente corriera 10 cm la separacién real serd de 2 cm. El R, no cambid, pe-

ro hubo mas superficie y, por lo tanto, mas cantidad de equilibrios adsorcién-desor-
cién, con una mejora en la resolucidén.

V1.3 ;De qué variables depende la movilidad del soluto (R,)?

Hablar de R,, es hablar de movilidad de un compuesto en un proceso cromato-
grafico. Todas las variables que se discutiran a continuacion, influyen tanto en las
técnicas de capa (donde se puede medir el R,), como en las de columna. La técnica
de columnas tiene ademas, algunas variables adicionales, que se discutirdn en las
siguientes secciones.

Las variables generales que afectan la movilidad, en una experiencia de cro-
matografia de adsorcién son:

a) Adsorbente

b) Estructura del Soluto
¢) Solvente de desarrollo
d) Temperatura

e) Saturacién de la cuba

V1.3.1 El adsorbenté

Existen muchos tipos de fase fija. Un orden decreciente de poder adsorbente po-
dria generalizarse asi:

—Carbon activado (de menor utilidad, —Hidréxido de aluminio
ver aclaracién final)

—Silicato de magnesio . —Hidréxido de calcio

—Oxido de aluminio (aldmina) —Carbonato de calcio

—Silica gel —Talco y Almidén
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Caractertsticas de la fase fija:

i) La actividad (o poder adsorbente) de las fases estacionarias, depende de su
preparacién. Los adsorbentes para capa delgada tienen cantidades variables de li-
gante (por gjemplo la silica tiene un 13 % de CaSO, = yeso), que permite mayor ad-
herencia al soporte. Este agregado puede alterar el poder adsorbente.

Los adsorbentes para columna no tienen agregado de ligante. Los dos adsorben-
tes mds ampliamente utilizados, es decir, la aldmina (Al,03) y la silica gel (6xido de
silicio y sus hidratos), son especialmente sensibles al contenido de humedad. Sus
caracteristicas generales son:

Alumina: Se consigue comercialmente con tamaiios de particula que oscilan en-
tre 50 y 200 micrones. Se presenta en tres tipos: basica (pH=10), neutra (pH=7) y
dcida (pH=4); y es importante asegurarse el empleo del tipo correcto, para evitar la
catdlisis de ciertas reacciones sobre los grupos funcionales de la muestra a separar.

La alimina presenta cinco grados de actividad segtn la fuerza de atraccién que
ejerza sobre grupos polares de la muestra, y segin el numero de sitios activos. El
Grado I es el mds activo y se obtiene al calentar la alimina entre 300 y 400°C va-
rias horas. Grados de menor actividad (de II a V) se obtienen por adicién de deter-
minadas cantidades de agua (11:3-4%; I11:5-7%; IV. 9-11% y V. 15-19%). El grado se
controla por el comportamiento cromatografico de determinados pigmentos en es-
trictas condiciones de reproducibilidad.

Silica: También se la clasifica en grados segin el porcentaje de agua incorpora-
da. El Grado I se obtiene calentando varias horas la silica a poco menos de 300°C
(I1:5%; III: 15%; IV: 25%; V: 38%). Si bien el pH de la silica es 7, puede en ocasiones
actuar como catalizador acido.

La disminucién de la actividad o poder adsorbente frente a muestras orgénicas
se debe a que numerosos “sitios activos” de su superficie estan bloqueados por mo-
léculas de agua. Por otro lado, la excesiva presencia de agua, implicara fendmenos
de particion (se verd en Capitulo VII) simultaneos a los de adsorcién, y esto compli-
cara y restara eficacia al proceso cromatografico.

Estos dos adsorbentes mencionados, pueden servir para adsorber practicamente
a todas las moléculas que presenten algtn grupo funcional. Ademas, por ser blan-
cos, permiten distinguir las zonas donde se localizan los compuestos, luego del de-
sarrollo y revelado.

i1) La inercia quimica. Debe tenerse cuidado con respecto a probables reaccio-
nes quimicas entre los compuestos y el adsorbente.

La alimina, por ejemplo, puede tener propiedades basicas y la silica, acidas.

Si las muestras sembradas tienen algin componente acido o bésico, respectiva-
mente, podrian quedar demasiado adsorbidas, debido a una interaccién eléctrica
(formacion de las sales). Ademas, puede haber reacciones, como hidrélisis de éste-
res, y condensaciones alddlicas (en alamina), y lactonizaciones en silica.
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También hay que tener en cuenta que los adsorbentes de grado I, pueden deshi-
dratar grupos funcionales ldbiles de la muestra y, consecuentemente, modificar su
estructura. El adsorbente debe ser inerte con respecto a la muestra.

iii) El tamafio del granulo del adsorbente es importante, porque una gran
superficie implica una mayor adsorcién, es decir, mejor resolucién. Cuando se utili-
za el adsorbente de grano maés fino el espacio entre los granulos es mas pequeiio, el
equilibrio adsorcién-desorcion se establece rapido. Este equilibrio, nunca llega a
establecerse completamente durante el proceso cromatografico practico, pero siem-
pre se debe trabajar de tal forma de tender lo mds posible a lograrlo. Cuanto mas
dificil resulte separar algunas sustancias, tanto mas se deberd aproximar a dicho
equilibrio para mejorar la resolucién.

Si el tamarfio del granulo es grande, el equilibrio adsorcién-desorcién-adsoreion,
serd lento, debido a la lejania entre sitios activos de los sucesivos granulos de ad-
sorbente. Esto implicara que el soluto necesitara estar solubilizado un cierto tiem-
po en el solvente de desarrollo o elucién ( hasta que se encuentre con el siguiente si-
tio activo) y en ese lapso puede difundir. El resultado de esta difusién del soluto
es el ensanchamiento de las manchas observadas en la capa (respecto de sus pun-
tos de siembra), y la formacién de bandas en las cromatografias en columna.

Nota: volver a mirar el Grafico 41.

Debido a este fendémeno, resulta importante que los puntos o zonas de siembra,
sean pequenos (tanto en técnicas de capa como de columna),

En las técnicas de capa pueden emplearse adsorbentes con distintos tamarfios de
granulos (entre 5 y 40 micrones). Las capas mas eficientes en su resolucién son las
de adsorbente mas homogéneo, y finamente pulverizado (5 micrones). Esto quiere
decir, que se necesita menos recorrido del frente del solvente para lograr la separa-
ci6n deseada. Este tamarfio de granulosidad es el que se utiliza para armar colum-
nas de alta resolucién (cromatografia liquida de alta resolucién H.P.L.C.= High Per-
formance Liquid Chromatography).

La granulosidad maés utilizada en las técnicas de capa (C.C.D. y C.C.P.), es aque-
lla cuyo grano tiene entre 10 y 40 micrones de didmetro.

En las técnicas de columna el adsorbente mas utilizado es aquél cuyo tamario de
granulo oscila entre 60 y 200 micrones. Esto implica una resolucién separativa
menor en la columna, que en la capa.

Si se arman columnas con el adsorbente de grano mas fino (entre 10 y 40 micro-
nes, igual que el de capa, pero sin ligante), se obtendra un empacado muy denso. El
pasaje del sclvente de elucién se tornard extremadamente lento, y serd necesaric
forzar este flujo con presién (ver seccién VI.6.1.caso 2).

iv) Otro factor importante es el empaquetamiento, es decir la homogeneidad
en el armado de la fase fija.
a) En las técnicas de capa, es primordial un espesor parejo de la capa adsorben-

te. Para lograrlo se concibieron distintas técnicas de armado, que se discuten en la
secciéon V1.8.1y VIL.8.2. ,
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Una capa irregular ocasionara recorridos m4s rapidos (en zonas delgadas), o més
lentos (en zonas de mayor espesor), implicando un valor de R; aleatorio e irreprodu-
cible.

b) En la técnica de columna, la homogeneidad esta dada por un asentamiento pa-
rejo de su relleno.

Es por este motivo que, luego de armada la columna (ver secciéon VI.8.3), se la
deja unas horas goteando lentamente con el solvente de armado, o bajo una presion
hidrostatica tal que logre un buen apisonamiento o empaquetamiento de la fase fi-
ja. .

Las inhomogeneidades implicar4n un descenso rapido de las bandas, por las zo-
nas menos densas del relleno, y, en consecuencia, el frente de elucién sera despare-
jo y los compuestos saldran mezclados, como se observa en el Grafico 44.

b)

)

a) columna sembrada, comienza la elucién.

b) distorsién del frente de las bandas de solutos, debido al mal
empaquetamiento del relleno de la columna.

¢) el eluato con ambos solutos, como si no hubiera habido separacién alguna
en la columna

Grdfico 44. Problemas separativos debidos al mal empaquetamiento del adsor-
bente, en cromatografia en columna.

Con la técnica moderna de cromatografia liquida de alta presiéon (C.LLAR o
HPLC en inglés), se han logrado excelentes resultados separativos. El éxito de esta
cromatografia sélido-liquida radica en 1a utilizacién de una fase fija de granulo muy
fino (alta resolucién) y un empaquetamiento perfecto.
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Aclaracion final: El carbén activado defiere de los otros adsorbentes porque no
tiene grupos polares en su estructura y, por lo tanto, no participa de la formacién de
puentes hidrégeno. La capacidad de adsorcién sobre el carbén dependera, entonces,
de la polarizabilidad del compuesto. La polarizabilidad aumenta con el incremento
de dobles o triples enlaces y grupos aromaticos. Los solventes de elucién para de-
sorber estos compuestos, son aquellos que compiten en la formacién de estas unio-
nes polarizables (tolueno, benceno, etc.}, y no aquellos de alta polaridad (como me-
tanol, agua, etc.) debida a la presencia de puentes hidrégeno.

Nota: las sustancias orgénicas coloreadas, deben su color, en general, a alta con-
jugacién y aromaticidad presentes en su estructura. Esto las hace altamente pola-
rizables y, por lo tanto, selectivamente adsorbidas en la superficie del carbén. Es por
esta propiedad que se utiliza el carbén activado como decolorante durante la recris-
talizacién (Capitulo IT).

El color negro del carbon impide el uso de este adsorbente en las técnicas de ca-
pa, debido a la dificil localizacién de las zonas con sustancia. Se lo utiliza general-
mente en columna, y su uso mas destacado es como relleno de columnas para cro-
matografia gaseosa.

VI1.3.2 Estructura del soluto

La habilidad de un soluto para ser adsorbido depende de su polarizabilidad (tem-
poraria y permanente), y de su capacidad para formar puentes hidrégeno.

Los grupos més polares son los adsorbidos méds fuertemente. La lista siguiente
de grupos funcionales, esta ordenada segun su poder decreciente, de ser adsorbidos
en aldmina:

Acidos y bases
Alcoholes y tioles
Aldehidos y cetonas
Halogenuros de alquilo y ésteres
Hidrocarburos insaturados
Hidrocarburos saturados

Para olefinas, la adsorcion aumenta con el incremento del nimero de dobles en-
laces (aumenta la polarizabilidad).

El efecto de numerosos grupos funcionales no es siempre aditivo.

En general, el poder de ser adsorbido aumenta con el incremento de grupos fun-
cionales unidos a la misma molécula, pero, existen casos en los cuales dos grupos
funcionales presentes pueden formar uniones hidrégeno intramoleculares, y de es-
ta forma, adsorberse menos.

Un ejemplo seria el caso de los nitrofenoles.
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p-nitrofenol - o-nitrofenol

La fuerza con que se adsorbe cada grupo funcional sobre el adsorbente, depende
de su habilidad para formar los siguientes tipos de uniones.

Grupo funcional Fuerza de uni6n al adsorbente Relacién con el Grafico 42
Soluto donante de H .
’ Uniones fuertes
6 4cidos de Lewis. Hana
(Puente de hidrégeno; interaccién
So‘lsuﬁoa:::g?{g;i?' entre dipolos permanentes) @ et
DUniones mfs débiles
Soluto con grupos funcionales . .
polares o polarizables. (Interacciones entre dipolos ’.......
permanentes y transitorios y entre
dipolos transitorios)

VI. 3.3 Solvente de desarrollo

i) La eleccién correcta de los solventes de elucidn, es vital para el éxito del pro-
ceso separativo.

La mezcla a separar se siembra a partir de una solucién muy concentrada, es de-
cir, disuelta en un solvente donde es muy soluble.

Cuando se siembra en placa, se deja evaporar el solvente de siembra (ver seccién
VI.9.1 y V1.9.2). El solvente (0 mezcla) de desarrollo puede ser, o no, el mismo de
siembra. En general no lo es.

Cuando se utiliza la técnica de columna, la siembra puede efectuarse con un sol-
vente que sera también el primer solvente de desarrollo y de elucién. Sino lo es, de-
be recurrirse a la técnica del sembrado en pastilla (ver seccién VI.9.3). En columna,
siempre los solventes de desarrollo se utilizan como eluyentes. El primer solvente
de elucién puede utilizarse para separar mas de un soluto de la mezcla inicial, pe-
ro, generalmente se recurre a una secuencia de solventes de elucién, con polarida-
des crecientes.

Una secuencia general de solventes, basados en su polaridad creciente, es decir,
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mayor poder eluyente, se mostré en la Tabla I1.3(b) del Capitulo II. Es la llamada
serie elutrépica.

Si el solvente es muy polar, sera fuertemente adsorbido por los granulos de
fase fija y el desplazamiento o desorcién de los componentes adsorbidos serd inme-
diato.

El resultado de esta desorcién indiferenciada serd que la mayoria de los solutos
correran con el frente del solvente, y no se lograra separacion alguna.

Por lo tanto, es una condicion general empezar el desarrollo de la co-
lumna con solventes de baja polaridad, para luego aumentarla lentamen-
te. Adn solventes poco polares logran eluir a sustancias mas polares que ellos, de-
bido a que el eluyente siempre esta presente en gran exceso con respecto a la mues-
tra y compite con ella por los sitios activos.

Es fundamental, ademas, que se utilicen solventes anhidros y miscibles en-
tre si, de lo contrario, se 2fecta la resolucién y las experiencias resultan no repro-
ducibles.

i1) La velocidad de elucidén de una columna, debe ser lenta, para permitir que
tienda a alcanzar el equilibrio adsorcién-desorcion. De esta forma, se logrardn ban-
das netas. El Grafico 45(a), demuestra un desarrollo 6ptimo (sin difusion) para cua-
tro componentes de una mezcla dentro de'la columna cromatografica, y la corres-
pondiente curva de concentraciones, que se obtendria durante la elucién.

Sin embargo, si las bandas permanecen demasiado tiempo dentro de la columna,
por aplicarse una velocidad de flujo muy lenta, el fenémenc de difusién se hace im-
portante. Esto se muestra en el Grafico 45(b), con la correspondiente superposicién
de las curvas de concentraciones de elucion.

Sugerencia: marque en los perfiles de concentracién del Grafico 45 donde debe-
ria cambiar los recipientes colectores, para recoger A, B y C puros.

Si la velocidad de flujo es demasiado rapida, no se logran los equilibrios adsor-
cion-desorcién, y el frente de las bandas aparece deformado. El inconveniente que
esto plantea tiene la misma indole que el planteado para el mal empaquetamiento
del adsorbente (ver Grafico 44).
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a) Desarrollo que permite la separacién de cuatro componentes. Para la situacién ideal, se requeri-
ria mayor separacién entre las bandas A, By C.

b) Efecto de la difusién en la separacién de los mismos compuestos. Por la superposicién de las cur-
vas de concentracién se complica la posibilidad de purificacién.

A la derecha, se muestran las curvas de concentracién correspondientes, que se detectardn en el
eluato.

Grdfico 45. Perfiles de elucién planteados para una mezcla de sustancias A,B,C
y D. :

V1.3.4 Temperatura

Como el proceso cromatogréfico no es de equilibrio, se deben ajustar lo més po-
sible todas las variables, para que dicho proceso resulte reproducible.

La temperatura afecta volatilidades y solubilidades, por lo tanto, debe mante-
nerse constante en el tiempo de la experiencia y homogénea a lo largo de columnas
o placas cromatograficas.

V1.3.5 Saturacién de la cuba

En las técnicas de placas (y en papel para cromatografia de particién), el desa-
rrollo se realiza dentro de una cuba, saturada con el solvente (o mezcla de solven-
tes) de desarrollo (ver seccién VI.10).

Si la cuba no estd debidamente saturada, el solvente, en vez de ascender por
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capilaridad continuamente, tendera a evaporarse de la capa de adsorbente, para
equilibrar al liquido con su presién de vapor. Esto implicara un ascenso inhomogé-
neo del frente del solvente. Como la evaporacién es superficial, las zonas mads inter-
nas de la capa de adsorbente estaran mas enriquecidas en el solvente, determinan-
do un avance irregular de las zonas o bandas de solutos que se desplazan desde la
zona de siembra.

Cuando se utilizan mezclas de solventes, el problema se agrava, ya que las vola-
tilidades relativas de los solventes, pueden ser distintas. Esto implica la evapora-
cién preferencial del mds volatil y una inhomogeneidad en la polaridad del solven-
te mezcla de desarrollo.

Para lograr una perfecta saturacién de la cuba, ésta se recubre en, por lo me-
nos, dos paredes con papel de filtro cuyo borde inferior estd sumergido en el solven-
te de desarrollo. Se deja que el solvente ascienda por el papel y, después de un tiem-
po puede considerarse que la cuba esta saturada.

VI.4 Rg (Criterio de identificacion o de pureza?

Como se vio en la seccién V1.3, las variables que afectan al valor de Ry son mu-
chas. Sin embargo, elegidos el adsorbente y el solvente de elucién, pueden lograrse
valores de Ry reproducibles, para cada soluto. Adn asi, esta reproducibilidad no es
lo suficientemente confiable, y siempre que se tengan, se siembran los patrones
en la misma capa cromatogrifica en que se corre la muestra.

Puede ocurrir que sustancias de estructuras distintas, tengan el mismo valor de
R;, cuando se las siembra en la misma placa, ain probando en distintos solventes
de desarrollo. Es por esto que, como criterio de identificacién, se lo utiliza por
su valor negativo.

Es decir: si 1a sustancia incdégnita y el patrén con que se la compara en
la misma corrida cromatogrifica dan valores de R distintos, seguro no se
trata del mismo compuesto. En cambio, si dan el mismo valor de R, no se pue-
de asegurar que sean idénticas.

Aclaracion: existen algunos casos excepcionales, como el de muestras cuyos Rp
varian algo si estdn mas o menos concentradas; o cuando hay presente en la mez-
cla algin otro soluto que modifique el desplazamiento, respecto del que tendrian es-
tando puros.

En general, con el avance de las técnicas espectroscépicas, sélo puede garanti-
zarse la identidad de un compuesto cuando, ademads de datos de propiedades fisico-
quimicas y cromatogréficas, coincidentes con un testigo, pueden analizarse y asig-
narse los datos espectroscépicos del mismo.

Hasta aqui se consideré la utilizacién de la CCD para la investigacién de la
identidad de una sustancia incégnita de la que no se tienen otros datos. Sin embar-
go, hay un uso rutinario de la técnica de CCD: el control del progreso de una
reaccion, donde se conocen reactivos, o productos, o ambos. En este caso, y en al-
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gun otro en el cual se tenga mas informacién sobre la muestra, sera posible utilizar
—con precauciéon— a la CCD como criterio de identidad.

Frecuentemente se utiliza a la cromatografia en capa delgada (C. C.D.) para ve-
rificar la pureza de un compuesto.

Si la sustancia en cuestién proviene de una mezcla que se separé por columna
cromatografica, se verifica por C.C.D. la pureza de cada fraccién.

Nuevamente, como criterio de pureza, se lo considera por su valor negativo.
Es decir:

Si luego de un desarrollo cromatografico un compuesto se presenta como varias
manchas, se puede asegurar que dicho compuesto no estd puro. En cambio, si apa-
rece como una mancha unica, puede haber ocurrido que en ese sistema elegido (ad-
sorbente-solvente de desarrollo) no se haya logrado separar la sustancia de sus im-
purezas,

Existe, ademds un limite de resolucién. La mejor separacién (C.C. D. de granu-
lo muy fino), detecta hasta diastereoisémeros.

La mayor resolucién en cromatografia de adsorcién se logra con la técnica de cro-
matografia gaseosa (C.G.), y con cromatografia de alta presion (HPLC) que se dis-
cutiran en el Capitulo VIII.

VL5 Usos de la técnica de cromatografia en capa
VI1.5.1 Cromatografia en capa delgada (C.C.D.)

La técnica de C.C.D. es de aplicacién analitica. Se la utiliza cominmente para
seguir el desarrollo de una reaccién (aparicién de productos y desaparicién de reac-
tivos), para analizar el nimero aproximado de componentes de una muestra (NO-
TA= el nimero cierto de componentes se detecta por cromatografia gaseosa o de al-
ta presién (ver Capitulo VIII), y por su valor como criterio de pureza e identifica-
cidn.

También es fundamental su utilizacién para determinar el solvente de desarro-
llo adecuado para una cromatografia en capa preparativa, o para elegir la secuen-
cia de solventes apropiados para la elucién de los componentes de la mezcla en una
columna.

Puede llevarse a cabo C.C.D., en microplacas (el soporte es un portaobjetos), o en
placas mas grandes (el soporte es una placa de vidrio de 10 x 20 cm).

Ambas formas de placas se preparan con adsorbente de tamafio de granulo en-
tre 10 y 40 micrones. Para cubrir el soporte con la capa se puede: suspender el ad-
sorbente en un solvente vol4til (cloroformo-metanol 9:1), donde se sumerge la pla-
ca, y luego se seca al aire; o b) suspender el adsorbente en agua, aplicarlo con ex-
tendedor y, luego activar las placas (ver seccién experimental VI.8.1 y VI.8.2).

El primer sistema de armado es rdpido, pero da menor resolucién que el segun-
do método, ya que el adsorbente no esta activado, y la capa de adsorbente resulta
delgada e inhomogénea.

También es posible conseguir en el comercio capas de adsorbente ya preparadas,
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sobre una lamina de poliéster resistente a la accion de los solventes, o sobre una la-
mina de aluminio.

Las ventajas de este material son que puede cortarse del tamano deseado; y, lue-
go de usarse y revelarse, puede ser guardado (su almacenamiento es mas sencillo
que el de las placas de vidrio). Tiene el inconveniente de su alto costo.

La eleccion del adsorbente es experimental, a menos que se conozca la estructu-
ra de los compuestos de la muestra, o por reactividad de algin grupo funcional se
descarte alguin tipo de adsorbente.

En general, se prueba con silica gel y/o aliimina, en primera instancia.

Luego se prepararan solventes de desarrollo de polaridades bajas e intermedias
(ver serie eluotrdpica, Tabla II,3(b))en distintas cubas, y se correra una C.C.D. en
cada solvente.

Una vez localizadas las manchas de los compuestos (revelado), se determinarj el
solveiste optimo de desarrollo.

Este solvente (0 mezcla de solventes), sera aquel que produzca un Ry de 0,5
para el componente tnico, o que separe el mayor nimero de componentes
de la muestra.

¢Por qué un Rpde 0,57

Si el analisis de 1a mezcla muestra la presencia de un solo componente, podria
haber ocurrido que:

* Siel Rpes 0,7-0,9, pudo haberse superpuesto la mancha principal con alguna
otra de una impureza poco polar. El solvente elegido habria resultado demasia-
do polar, y no pudo desorberlas selectivamente (distinguirlas).

* Si el Rpes 0,2-0,3, pudo haberse superpuesto la mancha principal con alguna
otra de una impureza maés polar. El solvente elegido, habria resultado poco po-
lar para distinguirlas y no se habria alcanzado la desorcién selectiva.

* Siel Rpes de aproximadamente 0,5, en distintos solventes o mezclas de solven-
tes, puede inferirse que la muestra tiene un sélo componente, pero la confirma-
cién se hara por cromatografia gaseosa o por HPLC.

Generalmente, las sustancias no son visibles, siendo necesario hacerlas eviden-
tes mediante el revelado (ver seccién VI.11) de la C.C.D.

V1.5.2. Cromatografia en capa preparativa (C.C.P)

Cuando se tienen menos de 300 mg de muestra y quieren separarse por croma-
tografia de adsorcién, puede emplearse una cromatografia en capa preparativa.

Una vez elegido el adsorbente, debera recurrirse a la C.C.D. para la eleccién del
solvente apropiado a emplear en la escala preparativa.

Si cuando se analizé el solvente éptimo, la C.C.D. estaba suficientemente activa-
da y la relaciéon masa de muestra a masa de adsorbente era correcta, se puede es-
perar reproducibilidad en los R; obtenidos tanto en C.C.D. como en C.C.P.
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masa de muestra )
(aproximadamente), en C.C.P:

La relacién , 68 ——
masa de adsorbente 100

Para armar una placa preparativa de 20 x 20 cm x 2-3 mm de espesor, se utili-
zan unos 30 g de silica o unos 50 g de alimina (ver seccién experimental VI1.8.2).

La localizacién de las sustancias en C. C. P. se realiza mediante el revelado de
una zona marginal de la placa (ver seccién V1.11.2).

VI1.5.3 Dos problemas experimentales tipo

Problema 1: El ayudante de un investigador debe analizar las hojas de una plan-
ta, en busca de un principio activo con propiedades alucinégenas. Seca las hojas, las
muele y extrae con cloroformo primero y luego con metanol.

Su objetivo sera el aislamiento de cada componente de los extractos vegetales;
para ello, primero realiza las siguientes experiencias en C.C.D. con distintos solven-
tes de desarrollo, como se muestra en la figura adjunta (siembra 1 = extracto cloro-
férmico y siembra 2 = extracto metandlico; la linea de puntos sefiala el frente del
solvente).

Cl, CH,: AcOEt Hexano Cl, CH,: AcOEt Cl, CH,: MeOH AcOEt

S| 3 : 1 3 el
b " et o Shen s
- o a Cad” 4
r

-

 § - g
: oo _—— . @ .
1 2 1 2 1 2 1 2 1 9

Con las placas reveladas a la vista hace las siguientes conclusiones, cuya vera-
cidad Ud. debera discutir.

1) El extracto cloroférmico tiene cuatro componentes.

1) Uno de los componentes del extracto cloroférmico también estd presente en el ex-
tracto metandlico.

iii) El solvente Cl,CH,: AcOEt (3:1) no da resultados reproducibles.

iv) El solvente de desarrollo Cl,CH,: MeOH (en alguna proporcién) es mejor que
el C1,CH,: AcOEt para el extracto metanélico.

v) Una mezcla hexano: AcOEt (1:1) es la ideal.
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Respuestas con explicacion.:

1)

i1)

1i1)

iv)

V)

Por lo visto en la seccién V1.4, no puede utilizarse la C.C.D. como tnico crite-
rio de pureza. Cada mancha puede estar formada por mas de un compuesto.
Lo que si se puede afirmar es que el extracto cloroférmico tiene por lo me-
nos cuatro compuestos. Para el extracto metandlico no podria asegurarse di-
cha afirmacién, pues con Cl,CH,: MeOH (3:1) las manchas parecen sugerir
la presencia de varios componentes no bien resueltos en esta cromatografia.
También por lo visto en V1.4 no puede identificarse un compuesto por C.C.D.,
cuando el universo de posibilidades esta en investigacién; mas aun, el com-
puesto mas polar del extracto —que supuestamente es similar al menos po-
lar del extracto metandlico— se comporta cromatograficamente diferente en
CL,CH:MeOH (3:1).

Por lo visto en la seccién V1.2, si el solvente de desarrollo recorre una distan-
cia pequefia desde la siembra, la resolucién cromatografica se ve afectada.
Para comparar corridas deben respetarse idénticas condiciones experimenta-
les, y éstas deben ser optimas.

Es evidente que a igual proporcién (25%) con respecto al Cl,CH,, el metanol
resuelve mejor que el acetato de etilo, porque diferencié cuatro manchas en
vez de tres.

También se observa que esta mezcla, mucho mas polar, afecta mds al desa-
rrollo del extracto cloroférmico que al extracto metandlico. Tal parece que no
se encontré aun el solvente de desarrollo 6ptimo para el extracto metanélico.
Pensar que una mezcla 50:50 de acetato de etilo y hexano seria la 6ptima,
porque con hexano los compuestos no corren en C.C.D., y con acetato de etilo
corren con el frente, es una generalizacion absurda. Obsérvese que con un
25% de AcOEt todos los componentes del extracto cloroférmico corren con R
mayor que 0,5.

Muchas veces pequefias variaciones en la proporcién de solventes producen
grandes diferencias de resolucién; y otras veces, el reemplazo de un solvente
por otro mejora la resolucién por hacer mds nitidas las manchas (aumento de
las etapas adsorcién-desorcion vs las de difusién).

Problema 2: Se cuenta con una muestra proveniente de un extracto de origen
animal. Por conocimientos previos se sabe que estd compuesta por las siguientes

sustancias:
20 HOw 0
CHO
HO [}]
PREGNOLONA ALDOSTERONA COLESTANO
HO

COLESTEROL
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El anilisis en C.C.D. de la muestra dio los siguientes resultados:

Tolueno

Tolueno: AcOCEt (9:1)
Tolueno: AcOEt (7:3)
Tolueno: AcOEt (1:1)
AcOE¢t

Rp1

0,00
0,00
0,15
0,30
0,30

Rp2

0,00
0,10
0,30
0,55
0,80

Rp3

0,06
0,25
0,50
0,90
1,00

Ryd

0,36
0,73
1,00
1,00
1,00

1)  Identifique cada compuesto en alguna de las corridas. Justifique.
i1) Dibuje una C.C.D. ideal donde pudiera “identificar” contra patrones, a cada

componente.

iii) Sugiera un solvente de desarrollo posible para dicha C.C.D. ideal (item ii).

Respuestas

La movilidad de las sustancias en C.C.D. de fase adsorbente polar (silica o ald-
mina) dependera de las polaridades relativas de los compuestos, de tal forma que a
menor polaridad esta asociada una mayor movilidad.

Debido a la presencia de grupos funcionales el orden de movilidad sera:

colestano > colesterol > pregnenolona > aldosterona

En la corrida con tolueno: AcoEt (7:3) la asignacién de la Ry seria:

Ry

1

0.50
0.30
0.15

sustancia

colestano
colesterol

pregnenoclona

aldosterona

Para este mismo sistema, la C.C.D. contra patrones tendria el siguiente aspecto:
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1
2
3
4
5

Referencia

colestano
colesterol
muestra
pregnenoclona
aldosterona
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VI. 6 Cromatografia de adsorciéon en columna

La cromatografia clasica en columnas se prefiere para separaciones a escala pre-
parativa. Mientras las separaciones analiticas se refieren a cantidades de sustan-
cias de hasta aproximadamente 20 mg, las capas preparativas hasta 0,5 g, las co-
lumnas se pueden utilizar para separar gramos, y ain a grandes escalas en prepa-
raciones industriales.

La columna tiene como ventaja, sobre el uso de la capa preparativa, el hecho de
contar con dos nuevas variables separativas: 1) el cambio secuencial de la pola-
ridad del solvente de elucion; 2) el desplazamiento ilimitado del frente del
solvente (se deja gotear tanto como se desee).

Los adsorbentes para cromatografia en columna no contienen para su uso nor-
mal, ni aglutinantes, ni indicadores.

Un proceso cromatografico en columna serd ideal si permite separar secuencial-
mente cada componente de la mezcla en estado puro, y espaciado del siguiente com-
ponente por una alicuota de solvente puro.

El tamaiio de la particula y la distribucién del tamano de la particula son in-
dices importantes para los materiales de relleno de las columnas, ya que la resolu-
cién y el volumen de elucién al que aparecerdn los solutos, dependen de ellos direc-
tamente.

(Antes de leer las secciones VI.6 y VI.7, se recomienda entender las secciones
VI.8 a VI.12))

V1.6.1 Adaptaciones de la cromatografie en columna segiin el tamarfio de la partfcu-
la de adsorbente

Se pueden considerar dos casos generales: cuando el tamario de la particula de
adsorbente esta entre 60 y 200 micrones, o, cuando se utiliza adsorbente con granu-
losidad entre 10 a 40 micrones.

Caso 1. Para mantener la velocidad de elucién, resolucién y difusién dentro de
limites aceptables, se utiliza para la cromatografia en columnas material de relle-
no de grano mds grueso que el utilizado en capa fina (600-200 micrones).

La menor eficacia en la separacién lograda por columna con adsorbente de gra-
no grueso se debe a que la muestra tiene poca superficie para desarrollar los equi-
librios de adsorcién-desorcién necesarios (es andlogo a correr poco el frente del sol-
vente de una C.C.D.).
iCoémo compensar esta menor eficiencia separativa?

a) Utilizando columnas m4ds largas, con el inconveniente de tiempos de elucién
grandes, difusién importante y posible alteracién de muestras 14biles.
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b) Utilizar en la elucién de la columna solventes menos polares que los considera-
dos 6ptimos en c.c.d.(seccién VI.5.1):

Teniendo en cuenta esta diferencia de resolucién entre la C.C.D. y las columnas
de granulosidad mas grande, se pueden inferir las siguientes situaciones si se uti-
lizara, para la elucién en la columna, el solvente de desarrollo que en cromato-
grafia en capa delgada diera:

i) Compuestos con R, entre 0,8 y 0,9. Estos compuestos practicamente correran
con el frente del solvente y se eluirdan sin separarse.

i1) Compuestos con R; entre 0,2-0,3 en C.C.D., se desplazaran aproximadamente
por la mitad de la columna, cuando el “frente” del solvente llegue a la zona de elu-
cién (robinete). Por lo tanto, e! primer solvente ideal de desarrollo de una co-
lumna debera ser aquél con el que se logre, en C.C.D., un R de 0,3 a 0,5 pa-
ra el primer componente, y que no provoque el desplazamiento del segundo com-
ponente de la zona de siembra.

Dicho solvente se hara fluir por la columna hasta la elucién total del primer com-
ponente, tras lo cual, se podra cambiar a otro solvente, de polaridad levemente ma-
yor, que tenga en C.C.D. el mismo efecto descripto en ii), para el segundo componen-
te.

i11) De no encontrarse experimentalmente un solvente (puro o mezcla) 6ptimo, se
empleara aqué!l que por C.C.D. logre una diferencia de Ry de no menos de 0,2 entre
los dos componentes consecutivos, y que el menos polar no supere un valor de Ry de
0,5.

1v) Excepcionalmente, se utilizara un solvente en el que por C.C.D. el menos po-
lar de los dos compuestos consecutivos, tenga un Ry de 0,6-0,7, a condicién que el
otro esté separado en un valor de mas de 0,3 en ARy,

Caso 2. Puede utilizarse como relleno de columnas un adsorbente de granulosi-
dad igual que el de capa fina (10 a 40 micrones). No debe tener ligante.

La siembra de la muestra se realiza en la minima cantidad de silica de grano
mMAs grueso. g

La resolucidn, en este caso es similar a la lograda en C.C.D. y, por lo tanto
puede aplicarse directamente el solvente 6ptimo de C.C.D. como primer
eluyente de la columna.

Debido a la gran densidad del relleno (empaquetamiento), se hace necesario apli-
car presion, para que el solvente fluya a través de la fase fija. La presién puede ser
de aire, de nitrégeno, o hidrostética, con el mismo solvente (J. Org. Chem. 47, 1351
(1982) ).

Nota: Una técnica de columna muy utilizada es la llamada “Cromatografia
Flash” (J. Org. Chem. 43, 2923 (1978) ), que utiliza silica de grano de 40 a 60 mi-
crones y presion. Tiene la ventaja de ser muy r4pida (15 a 20 minutos) y ofrecer bue-
na resolucién utilizando un solvente de elucién tal que en el desarrollo de una
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C. C. D. hubiera logrado que las sustancias contiguas difieran, por lo menos, en un
valor de Ry = 0,1

VL7 Un problema experimental tipo

Un alumno quiere separar los componentes de 5 g de un extracto vegetal meta-
noélico. :
Una alicuota de dicho extracto se derivatizé y analizé por cromatografia gaseo-
sa, en distintas condiciones, y resulté ser cuatro (4) el nimero de sus componentes
(los llamaremos A, B, C y D con polaridad creciente.
Un estudio del extracto por C.C.D. en silica, arrojé los siguientes resultados:

Solventes de desarrollo en C.C.D. Ry Obtenido, luego del revelado

1- Eter de petréleo 0,0

2- Cloruro de metileno 0,0 04

3- Cloruro de metileno: metanol (5%) 0,05 0,25 0,6 0,8

4- Cloruro de metileno: metanol (10%) 0,15 0,4 0,85 0,95
Conteste:

a) i-;Por qué hizo una cromatografia gaseosa y para qué derivatizé la muestra?
ii-jPensaria que las manchas con Ry 0,4 son la misma sustancia?

Si debe atenerse a la utilizacién exclusiva de los solventes 1, 2, 3 y 4 indique:

b) ;Con qué solvente armaria usted la columna cromatografica?

¢) (Como sembraria la muestra?

d) ;Cémo encararia la secuencia de solventes de elucion, para lograr separar los
componentes uno a uno, con maxima recuperacién de cada uno en estado puro?

VI1.7.1 Respuesta con explicacion

a) La muestra se debe cromatografiar en un sistema de resolucion muy confia-
ble para determinar el nimero de componentes con certeza.

Puede utilizarse cromatografia gaseosa (C.G.) o de alta presién (HPLC). Para
utilizar C.G., es necesario que todos los solutos presenten presién de vapor aprecia-
ble. Como el extracto es metanélico, seguramente los compuestos serdn polares, y
por eso, se los derivatiza bloqueando dichos grupos, es decir, transforméndolos en
grupos menos polares (Ej.: esterificacion de alcoholes y 4acidos, aminas, etc.).

Nota: este procedimiento se explicara en el Capitulo VIII.

b) Si la muestra provenia de un extracto metandlico, se disolver4d bien en me-
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tanol; por lo tanto, no podra sembrarse directamente, sino haciendo una pasti-
lla con el adsorbente (ver seccién experimental VI.9.3).

¢) Como se concluyé en la seccion V1.3.3, debera comenzarse la elucién con el sol-
vente de menor polaridad. Pero, a su vez, el primer solvente de elucién debe cum-
plir lo visto en la seccién VI.6.1.11).

Resulta claro, entonces, que el cloruro de metileno puro debe ser el primer sol-
vente de elucion.

No tendria sentido, entonces, armar la columna con éter de petréleo, y estabili-
zarla, para luego cambiar el solvente. Se armara3, entonces, con cloruro de metileno
(Seccion VI.8.3), se sembrara en pastilla y se comenzara a eluir con el mismo sol-
vente.

Aclaracién: La elucién se realiza controlando la salida de solutos, como se indi-
ca en la seccion V1.10.2.

Al eluir una columna se recogeran en Erlenmeyers subfracciones que se irdn nu-
merando. Cada 5 6 6 subfracciones, una de ellas sera concentrada y analizada por
C.C.D. También se puede sembrar directamente la subfraccion sin concentrar, apli-
cando sobre el mismo punto de siembra numerosas alicuotas y dejando evaporar el
solvente de la placa, entre gota y gota. Este procedimiento es mas rapido, pero so-
lutos muy diluidos no se detectan.

Si dos subfracciones secuenciales, resultan idénticas al ser analizadas por
C.C.D., implica que los Erlenmeyers numerados entre ambas, pueden reunirse en
una Fraccién.

Si los solutos que se detectan, recién empiezan o apenas terminan de salir, pre-
sentaran una concentracién débil. Estas subfracciones se retinen en una Fraccién
distinta, de la que reunira al “cuerpo” de la gaussiana de concentracién, aunque se
trate del mismo soluto. Esto se realiza para evitar reunir con el soluto puro, algu-
na impureza diluida presente en la”cabeza” o en la “cola” del perfil de concentracio-
nes.

d) 1) Para el caso que plantea el problema, un analisis por C.C.D. de las cinco pri-
meras Fracciones, se muestra en el Grafico 46.

Re=0.35 Grdfico 46. Andlisis por C.C.D. (sol-
vente de desarrollo Cl,CH,: 10% meta-

nol) de las cinco primeras fracciones.

m :Simbolos de concentraciones
(crecientes segin indica la flecha).

Nota: Observar que la fraccién 3, co-
rresponde al “cuerpo” de la gaussiana;
la fraccién 2 corresponde a la “cabeza”,

N®de Fraceion

Curvade A « ”
concentraciones - y la 4 a la “cola” del perfil de concentra-
en 2] eluato ciones.
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Se observa en la C.C.D. una separacién perfecta del primer componente, corres-
pondiendo a una distribucién gaussiana de la concentracién del componente A den-
tro de la columna.

Seria entonces el momento de cambiar la polaridad del solvente de elucién (ob-
servar en el enunciado del problema que con Cl,CH, no corre ningiin otro soluto).

ii) Ahora deber4 cumplirse lo visto en la seccion VI.6.1 para la elucién del segun-
do componente.

iii) El solvente apropiado es cloruro de metileno con 5% de metanol (en realidad
por los datos del enunciado, este solvente implica el caso excepcional VL. 6. 1. iv).

Con este solvente, se podran eluir secuencialmente los dos siguientes solutos B
y C (de polaridades crecientes).

Al finalizar la elucién total, se hace una C.C.D. amplia, donde se comparan las
composiciones de cada fraccién (Grafico 47) .

Se observa que:

El compuesto menos polar A, se eluyé totalmente en las fracciones 2, 3 y 4. El
compuesto B, se obtendra juntando las fracciones 6, 7y 8; y el compuesto C se re-
cogib totalmente en las fracciones 10, 11 y 12.

Ry=0.95
R,= 0.85

R,= 04

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 N" de fraccién

Pertil inferido de
concentraciones
cn cl cluato

Compucsta: A B C
Grdfico 47. Analisis total del eluato de la columna, por C.C.D.
El compuesto mds polar (D), todavia permanece en la columna y sélo se eluira
con C1,CH,:10% Metanol, es por esto que no aparece en el andlisis de los eluatos.

En la alicuota inicial, si aparece (con Ry 0,15), porque corresponde a una siembra
del extracto metandlico, sin purificacion.
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Abreviando, la secuencia de solventes empleados, seria:

Armado: C1,CH,

eluyente del primer componente: C1,CH,

eluyente del segundo componente: Cl,H,~ 5%MeOH
eluyente del tercer componente: Cl,CH,— 5%MeOH
eluyente del cuarto componente: Cl,CH, — 10%MeOH

Nota

En la realidad, la eleccién de solventes no es tan rigida como se plante6 en el
enunciado.

Una solucién real implicaria la busqueda de un solvente de polaridad interme-
dia entre cloroformo, y cloroformo 5% de metanol (es decir 3 6 4 % de metanol), de
tal forma de lograr un caso como el relatado en la seccién VI.6.1.ii1).

Por ultimo, una vez que se detect6 la salida de la columna del tercer componen-
te, se puede aumentar la polaridad a 10% de metanol (no mas), para acelerar la elu-
cion del cuarto componente.

Con fines exclusivamente diddcticos, conviene continuar con la condicién del
enunciado (de utilizar sélo los cuatro solventes mencionados), en el analisis de las
siguientes resoluciones erréneas:

VI1.7.2 Algunas respuestas erroneas al problema planteado en VI.7.

Caso 1. Un alumno poco experimentado, escuché la respuesta abreviada (recua-
dro) del orden de solventes en la secuencia de elucién, y realizé la siguiente expe-
riencia:

Decidié recoger fracciones de 100 ml cada una (siete en total).

Como primer solvente de elucién, utilizé cloruro de metileno.

Luego de eluir los 100 ml previstos, y llamar 1 a esta fraccién, cambié el solven-
te de elucién, por cloruro de metileno: 5% de metanol. Recogi6 asi seis fracciones
mas de 100 ml cada una. Después de lo cual, analizé por C.C.D. la composicién de
las fracciones obtenidas (previa concentracién de las mismas). La C.C.D. desarro-
llada con Cl,CH,10% de metanol presenté el aspecto del Grafico 48.

Conclusiones

a) La separacién de A y B fue mala. Sélo las fracciones 5 y 6, tienen componen-
tes puros (el C), el resto deberan ser concentradas y recromatografiadas (con excep-
cion de 1,4 y 7 que son solvente puro).
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Re=0.95
Ry=0.85

Grdfico 48. Analisis por
Ry= 0.4 C.C.D. de las siete frac-
ciones de 100 ml c/u, eluidas
de la columna, en el Caso 1
(seceion VI.7).

1 2 3 4 5 6 7 N°de fraccién
Compuesto: A B Perfil inferido de

C
concentraciones
K en el eluato

....... ‘ P Fraccién
6

La fraccién 2 esta enriquecida parcialmente en el compuesto A; pero el caso es
que, para purificar nuevamente por cromatografia, sera el mismo trabajo purificar
la fraccién 2 que la 3. Serd conveniente entonces, juntarlas y recromatografiarlas
reunidas en un extracto.

b) ;Cémo se compara el perfil de concentraciones que se detecta en la C.C.D. del
Grafico 48 con el correspondiente perfil que se lograba en la columna?

En el Grafico 49 se muestra lo ocurrido como si pudiéramos ver la evolucién de
cada banda dentro de la columna.

V

CLCH, : 5%MeOH
CL,CH, : 5%MeOH

OTRIIU3IUCD
9P [Btad

\/Ba

Flujo de solvente de elucifn

- g
=
b . b
b ) b W)
i) i) iv) v) vi)
St e S—— bon ~r -
100 ml - Fraeei6n 1 100 ml - Fraceci6n 2 100 ml - Fraecién 3

Grdfico 49. Desplazamientos de las bandas y los perfiles de concentracion corres-
pondientes, durante la experiencia cromatografica del Caso 1 (seccién VI.7).
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Interpretacion del Grdfico 49:

i) En este punto se observa la columna armada, y sembrada, a partir de aqui co-
mienza la elucién con Cl,CH,,.

ii) En este punto, han pasado unos 100 ml de Cl,CH, y corresponderia a la frac-
cion 1 del alumno.

Si observamos la C.C.D. del Grafico 47 veremos que en la fraccién 2 comienza a
aparecer el compuesto A. Esto implica que la banda de A (con su perfil gaussiano
de concentracién), podria estar préxima a salir. Pero, se cambié el recipiente colec-
tor, y el solvente de elucion antes de la elucién de la banda.

iii) A medida que avanza e! frente del solvente mas polar, el compuesto B es des-
plazado con un Ry grande (mayor de 0,6, debido a la menor resolucién de la colum-
na); mientras, el compuesto A, sigue saliendo a su velocidad inicial, pues todavia no
se vio afectado por el cambio de solvente. El resultado es un acercamiento de la se-
gunda banda, perdiéndose la separacién entre ambas, lograda hasta el mo-
mento.

iv) cuando el frente del solvente mas polar alcanza a la gaussiana de concentra-
cién del componente A, la “aplasta” y lentamente se superponen en forma parcial
ambas curvas de concentracién, mientras continda la elucién. Como ahora las dos
bandas estdn parcialmente superpuestas, al llegar a los 100 ml de eluato de la frac-
cion 2, también se eluyé algo de componente B.

Nota: ésta es una situacién ideal, en la realidad, el frente del solvente no es pa-
rejo, lo que distorsiona aun mads la separacién.

v) En esta fraccién se recoge mucho componente A y casi todo el B. Nuevamen-
te, el hecho de no analizar a intervalos mas cortos, el contenido del eluato, hizo que
se impidiera recoger algo de B puro. Obsérvese en el Grafico 48 que, por el perfil de
concentraciones, se podria haber logrado una fracciéon “X” compuesta por B puro.

vi) Aqui se estd desplazando el componente C. Este presentard, a lo largo de su
elucién por la columna, el tipico perfil gaussiano. Sin embargo, en la placa, se de-
tectara como dos fracciones de igual composicién, porque, casualmente, se cambib
el colector en la mitad de la gaussiana.

Como corolario, puede decirse que los errores cometidos fueron esencialmen-
te:

* No esperar la elucién total del componente A, antes de aumentar la po-
laridad del solvente.

* Recoger directamente fracciones grandes, en vez de seguir la evolucién de
la separacién de cada componente, mas de cerca, es decir, con analisis por
C.C.D,, de alicuotas o subfracciones.

Caso 2. Otro alumno, por estar apurado, decidié que, aplicando desde el comien-
zo el solvente C1,CH, : 5% de metanol, podria eluir uno a uno rapidamente los com-
ponentes A, B y C (volver a leer los datos del enunciado del problema). Pensé tam-
bién recoger fracciones pequefias, para lograr mejor purificacién, aunque esto le im-
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plicara un tiempo extra, en el anilisis por C.C.D., ya que recogeria, por ejemplo, el
doble del nimero de fracciones.

Luego del anilisis por C.C.D., de una de cada 5 6 6 subfracciones, reunio las ali-
cuotas eluidas en 26 fracciones distintas. El analisis final de dichas fracciones por
C.C.D., se muestra en el Grafico 50.

Conclusiones

i) Dada la polaridad del solvente inicial, no se logrd desorcion selectiva eficiente
de los compuestos A y B, debido a la forma casi gaussiana de las curvas de distri-
bucién de concentraciones, resultaron fracciones mezclas, aunque los maximos es-
taban separados.

ii) Sélo las fracciones 3 y 4, contienen al compuesto A puro (y en muy baja can-
tidad). Las fracciones 11 y 12, reunidas, contienen el compuesto B puro (también en
baja cantidad).

111) Las fracciones 18 a 24 contienen la totalidad de C puro.

iv) Se observa que con esta experiencia no se repitio la purificacién lograda en la
respuesta correcta. Y, aunque pretendié ser mds rapida, requerira de una nueva ex-
periencia para separar los componentes A y B en cantidad suficiente.

Corolario: Puede decirse que el error cometido fue suponer que los compuestos A
y B, que tenian Ry de 0,6 y 0,8 respectivamente, por C.C.D., iban a mantener esta
diferencia de Ry en columna al utilizar cloruro de metileno con 5 % de metanol.

Esta disminucién en la resclucién de la columna respecto de la C.C. D., como ya
se explico, se debe al mayor tamario del granulo de adsorbente.

Re= 0395
Ry=0.85

Re=04

~a

N* de fraccién

Componentes;
Perfil inferido de
concentraciones
en el eluato

Grdfico 50. Analisis por C.C.D. de las fracciones recogidas en la experiencia de
la seccion VL.7. Caso 2.
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CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

Consideraciones Experimentales

Se discutirdn en esta seccién los pasos del proceso cromatografico, mencionados
en la Introduccién, para las técnicas de cromatografia en placa delgada (CCD) y pre-
parativa (CCP) y cromatografia en columna.

VI.8 Armado
V1.8.1 Armado para C.C.D.
a) Técnica para uso inmediato.

Las cromatoplacas listas para su utilizacién se preparan aplicando una capa de
adsorbente, en forma de papilla, sobre portaobjetos o placas de vidrio, que hacen de
soporte.

La papilla se logra suspendiendo el adsorbente en una mezcla de cloruro de me-
tileno-metanol (9:1), en un recipiente apropiado y con buen cierre (para guardar lo
que no se utilice, sin que se seque o hidrate el adsorbente). El cloruro de metileno
se elige por ser volitil y tener una densidad tal que permita formar la suspension.
El metanol se agrega para disolver el ligante (CaSO,= yeso), el cual al fraguar (por
presencia de pequefia cantidad de agua o humedad), impedira que la capa de adsor-
bente se desmorone al manipular la placa.

Las cantidades de adsorbente y solvente seran tales que quede sobre las croma-
toplacas una capa delgada, pero uniforme de adsorbente.

Las placas de vidrio se sostienen de a dos (deben estar perfectamente limpias) y
se sujetan por la parte superior, sumergiéndolas en la suspensién hasta las 3/4 par-
tes de su altura.

Luego se las retira, limpiando de los bordes el excedente de adsorbente. Una vez
seca la capa se puede utilizar.

b) Técnica de suspensién con agua.

Se suspende la papilla en agua, como se indica para el caso de preparacién de
placas con capa preparativa, (seccion VI.8.2), variando simplemente el espesor (ha-
ciéndolo mas delgado).

c¢) Cromatoplacas preparadas

Para emplear la técnica de cromatografia en capa delgada pueden utilizarse las
placas con soporte de vidrio, de celuloide o de aluminio que se adquieren comercial-
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mente. Estas placas son fabricadas en condiciones de estandarizacién controladas
en cuanto al tamafo de la particula, el espesor de la capa y la activacién del adsor-
bente, brindando resultados mas reproducibles que las placas preparadas manual-
mente. Pueden adquirirse con o sin indicador flucrescente y, en general, tienen un
tamano de 20 cm x 20 c¢m, que permite recortarlas al tamafio final adecuado.

>

d) Cromatografia en dos dimensiones

En algunos casos las mezclas de compuestos analizadas por C.C.D. son comple-
jas, y los Ry obtenidos pueden no diferenciarse claramente. En estos casos, podra
utilizarse nuevamente la placa ya desarrollada con un solvente, y volver a desarro-
llarla —con el mismo sistema de solventes o no— rotdndola 90°C, previo secado. Ca-
da sustancia estar4, entonces, caracterizada por dos valores de Rp. Las placas para
este tipo de cromatografia son cuadradas.

V1.8.2 Armado de placas preparativas.

Existen varios equipos para preparar capas de espesor parejo. Algunos de ellos
se describen a continuacién:

a) En el Grafico 51(a) se ilustra un extendedor, que es basicamente un recepta-
culo que se llena por la parte superior con la papilla de adsorbente en suspensién
con agua y que, por accién de una palanca, se inclina permitiendo el drenaje de di-
cha suspensidn.

El extendedor se acomoda sobre una plataforma plastica con guias donde se han
colocado las placas de vidrio (Grafico 51(b)) y que permite el rapido desl1zam1ento‘
sobre las mismas (Grafico 51(c)).

Las placas de vidrio (usualmente de 5x20; 10x20 y 20x20 cm) deben ser planas,
de modo de asegurar un espesor de capa adsorbente parejo, y todas de un espesor
uniforme de modo de evitar que al pasar el extendedor de una a otra se produzcan
saltos. J

Las placas deben estar perfectamente limpias y desengrasadas, de otra forma, la
capa de adsorbente no se adhiere bien.

Al preparar la suspensién del adsorbente en agua (papilla), debe agitarse enér-
gicamente, para destruir los grumos y asegurar mdxima homogeneidad, y rapida-
mente ya que el adsorbente tiene ligante, que fragua en pocos minutos. Una vez lis-
ta la suspensidn se vuelca en el extendedor y se gira su manija 180°C. De esta for-
ma, la papilla se escurre por la ranura inferior del extendedor, mientras el opera-
dor lo desliza sobre las placas, sin hacer mucha presién.

El extendedor tiene un dispositivo de tornillo que permite regular la abertura de
la ranura por donde escurre la papilla. Se pueden lograr asi, espesores para C.C.D.
desde 250 micrones, hasta capas preparativas de 2 mm de espesor.
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Guia
Palanca

(al girar habilita
la desearga de la papilla)
Receptéculo
de la "papilla”
(suspension de
« adsorbente)

Tornillo regulador - Extendedor

de la abertura _ (cargado) e
inferior Corredera para la gufa
Abertura inferior
‘1;191 5133 el ‘esgeslor Placas de vidrio Aplicador
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Grdfico 51. Armado de placas preparativas.

Una vez extendida la capa, se retiran las placas de los extremos (que generalf_ ;
mente no quedan muy perfectas), y las restantes se dejan secar unas horas al aire
(cuidando que no caiga polvillo sobre ellas). Para guardarlas se las coloca en un por- -
taplacas, dentro de un desecador (ver Gréafico 52). _ :

Antes de usarlas, es necesario activarlas, por calentamiento en estufa a 120°C
durante unas horas. Al tratarlas de esta forma, pierden el agua fuertemente unida,
resultando una mayor actividad del adsorbente y evitando un posible fenémeno de
cromatografia de particién simultianeo con el de adsorcién. '

Si se colocaran en estufa, estando atin mojadas (para acelerar el secado), sélo se
lograria que se resquebrajen, debido a la rdpida evaporacién superficial. La capa
quebrada yo no so paede ubilizar. :

b) Sin el equipo mencionado, pueden prepararse placas individuales, con un ex-
tendedor metalico, que tiene una abertura que le da el espesor fijo a la capa (ver
Grafico 53). : ' , _

¢) También la capa puede prepararse volcando sobre una placa la cantidad nece-
saria de papilla de adsorbente y distribuyéndola por toda la superficie de la placa,
inclinando ésta con la mano. Estas placas pueden ser de vidrio (sin borde), o de alu-
minio, con un pequefio borde que facilita la formacién de la capa.

Las cantidades requeridas para preparar la papilla que cubrird una placa de
20x%20 ¢m con un espesor de 2 mm son:
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Silica gel= 30 g y 60 a 70 ml de agua
Alumina= 50 g y 40 ml de agua

Si el adsorbente es alimina bésica, no pueden utilizarse placas de aluminio co-
mo soporte. (Recuerde que deben ser activadas antes de su uso):

. Aclaracién: antes de sembrar o desarrollar placas analiticas o preparativas, de-
be eliminarse de los bordes todo excedente de adsorbente. De lo con-
trario el frente del solvente puede correr inclinado, haclendo irre-
producible los valores de los Ry.

.

V1.8.3 Armado de columnas

El tamafio de 1a columna estd determinado por la cantidad de mezcla que se va
a separar.

La relacién de masa de muestra a masa de adsorbente es de 1:100 a 1:500. La
relacion de longitud a didmetro es de 5:1, hasta 25 a 1.

Una vez armada la columna, el equipo cromatografico tiene el aspecto que se ob-
serva en el Gréafico 54.

El primer paso en el armado de la columna, es colocarla en posicién vertical, y
sostenerla con una agarradera‘ A continuacién se coloca un pequefio tapén de algo-
dén o lana de vidrio, justo en la salida a la llave y, por encima, arena. Este disposi-
tivo retiene el material de relleno de las columnas, mientras que el liquido eluyen-
te puede circular libremente.
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Grdfico 54: Equipo de
cromatografia en Columna.
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El adsorbente puede introducirse
en seco, pero lo mas frecuente es
echarlo en forma de una papilla con
el eluyente. Antes de introducir el
adsorbente se echa en el interior de
la columna un poco de disolvente pu-
10 (2 a 4 cm por encima de la lana de
vidrio), y se elimina el aire que pue-
de permanecer retenido en el algo-
dén, agitando por medio de una vari-
lla larga de vidrio.

La papilla formada por el adsor-
bente y el disolvente se remueve cui-
dadosamente para que no contenga
burbujas de aire, y luego se agrega
lentamente en porciones a la colum-
na.

El adsorbente decanta lentamente.
Una vez formado un lechode 3 a4 cm
de altura, se abre el robinete y se
permite el lento escurrido del solven-
te. Continua agregandose en porcio-
nes la papilla, cuidando de que el re-
lleno nunca se seque, ya que el aire.
dentro de la fase fija es dificil de eli-
minar y las burbujas alteraran los
perfiles de concentracién de las ban-

. das de solutos.

Es interesante golpear la columna
durante el llenado con un tubo de go-
ma para favorecer el buen empaque-
tamiento del lecho adsorbente.

Una vez alcanzada la altura conve-
niente de relleno, y antes de sembrar,
se dejara gotear solvente unas horas

' para asegurar la’ estabilizacién del

empaquetamiento del relleno (éste
proceso no es necesario si se utilizard
la téenica de cromatografia flash, o
bien, puede acelerarse, usando pre-
sién de nitrégeno, de aire, o hidrosta-
tica con el mismo solvente).
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V1.9 Sembrado.

1

;Qué cantidad de muestra se debe sembrar?

La solucién que contiene los solutos a sembrar debe ser concentrada. Cuando es-
ta solucién se pone en contacto con el adsorbente, los sitios mas activos adsorberan
inmediatamente soluto y solvente, en una relacién que dependera de sus respecti-
vas estructuras. A medida que los sitios mas activos se vayan saturando, la adsor-
cién dlsmmulra, y se hard nula cuando toda la superficie se haya saturado. Este he-
cho es el que da la relacién mixima de sustancia a adsorbente, necesarla para ob-
tener buenos resultados.

Si se sobresatura el adsorbente en la zona de
siembra, habrd solutos que estin desorbidos
desde el primer momento. Por lo tanto, no partici-
paran del equilibrio adsorciéon-desorcion-ad-
sorcion secuencial. _

~ Si esto ocurre en una placa, se observaran
manchas deformadas, que dificultaran su inter-
pretacién (ver Grafico 55),

Si lo dicho ocurre al sembrar una columna, se
obtendra una zona de siembra demasiado ancha, o
si se siembra en pastilla, se-tapara la columna al
Grdfico 55. Aspecto de una pretender eluir con un solvente poco polar, en el

C.C.D con sobresaturacién en cual la muestra es insoluble.
la zona de siembra.

VI 9.1 Sembrado de placas para C.C.D.

Una vez preparadas las placas para C.C.D., se siembran los productos a croma-
tografiar por medio de un capilar cargado, abierto de ambos extremos, en puntos
ubicados sobre una linea imaginaria situada a 1,5 cm del borde infevior. |

Los puntos estaran suficientemente separados como para evitar que durante el
desarrollo, y debido al fenémeno de difusién, dos manchas contiguas se superpon-
. gan.

V1.9.2 Sembrado de C.C. Preparativa.

Una vez preparadas las placas para C.C. Preparativa, se siembra la solucion a
cromatografiar, por medio de un capilar, o una pipeta capilar, regulando gota a go-
ta su drenaje. La siembra se realiza colocando puntos de solucién contiguos, en va-
rias pasadas, de tal forma que quede una linea de siembra, a 1,5 cm del borde in-

~ferior de 1a placa. Entre cada secuencia de siembra se debe dejar evaporar el solven-
- te que estd saturando el adsorbente en esa zona. De lo contrario, la zona de siem-
“ bra se hace muy ancha y se pierde resolucién al desarrollar (agravando el problema
: de difusién, que siempre existe).
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La linea de siembra se concluye en uno de los extremos a unos 4 cm del borde de
la placa, y en ese espacio se siembra un punto concentrado de la solucién a croma-
tografiar. Esta siembra, luego del desarrollo, dara origen a una secuencia de man-
chas correspondientes a los solutos, que podran hacerse evidentes por revelacion (si
los solutos no fueran coloreados). Ver la seccién VI.11 y Grafico 56.

Placa sembrada Placa corrida y 7 onas que hay que separar,
parcialmente revelada en la parte no revelada

Graﬁco 56. Siembra, revelado del patrén y zonas marcadas para la elucmn en
cromatograf’ ia en capa preparativa. -

VI1.9.3.- Sembrado de una columna

Una vez armada la columna y empacado su relleno se deposita sobre el tope del
adsorbente un disco de papel de filtro y se drena el solvente hasta que queden 263
mm sobre la superficie del adsorbente. Luego se deja gotear una solucién concentra-
da de la muestra a separar. Las gotas se dejan caer con una pipeta capilar ubicada’
practicamente a 3 6 4 mm sobre la fase adsorbente, cuidando de distribuirlas lo mas'
homogéneamente posible. ;

La zona de siembra debera presentar un aspecto de disco de espesor delgado y
uniforme.

El solvente con que se disolvié el extracto de la muestra para ser sembrado, DE-
BE ser el mismo con que se comenzar4 la elucién. Si la muestra es polar y no se di-
suelve bien en dicho solvente, se recurrira a la técnica de sembrado en pastilla.

Pastillg.

Se disuelve la muestra en el solvente en el que es soluble y se agrega adsorben-
te de columna (tanto como dos veces el peso de la muestra). Se deja evaporar la sus-
pension en Rotavapor. De esta forma, queda la muestra adsorbida homogéneamen-
te en la superficie de una cierta cantidad de adsorbente. Este polvillo se agrega co-
mo tal al tope de la columna de adsorbente. Se logra asi un anillo de siembra, y se
continda el flujo del solvente con que se habia armado la columna, o con el prime:
ro de elucidn, sin haberse afectado el sistema con un solvente maés polar i
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VI.10 Desarrollo

VI1.10.1 Desarrollo de cromatografia en placas
(Capa delgada y preparativa)

El desarrollo de los cromatogramas se lleva a cabo sumergiendo las placas en cu-
bas, de modo tal que el nivel del solvente, alcance la capa de adsorbente, y pueda
ascender por capilaridad, pero cuidando que no llegue hasta la altura donde estan
sembradas las sustancias. Las cubas cromatograficas pueden presentar distintas
formas y tamafios, pero es imprescindible asegurar la maxima saturacién de las
mismas (ver seccién V1.3.5). Los solventes deben estar anhidros y, si son mezclas,
deberan ser todos miscibles entre si. De 1o contrario, se registrard més de un fren-
te de solvente, haciendo ininteligible el cromatograma, y malogrando la separacién.

"Tapa

(a)

. Papel recubriendo el
interior de la cubeta

Placa durante
el desarrollo

Solvente

Cubas de base a) rectangular, b) redonda.
¢) Placa en desarrollo con manchas visibles

Grdfico 57. Desarrollo de cromatografia en capa.

Cuando el frente del solvente ha llegado hasta casi al borde superior del adsor-
bente, se retira la placa de la cuba y se marca esta altura del frente (para cdlculos
de Rp). Se deja evaporar el solvente y se observan las manchas coloreadas, o se re-
vela las sustancias incoloras, para lograr su deteccién (ver seccién VI.11).

V1.10.2 Desarrollo de columnas

a) El desarrollo de una columna, implica también su elucién.

La regla general es que siempre debe comenzarse la elucién desde el
solvente menos polar hasta el mds polar. (Repasar la seccién V1.3.3).

b) El criterio para eleccién de los solventes eluyentes, esta descripto en la
seccién VI.6.1, y se refiere a un analisis previo del comportamiento de la muestra
en C.C.D. _ .

¢) Cuando los compuestos que se cromatografian son coloreados es sencillo deter-
minar el momento apropiado para el cambio de solvente. El caso mas general, es el
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de sustancias incoloras. Aqui se hace imprescindible un seguimiento por C.C.D., de
las fracciones que se van recogiendo de la columna (eluatos).

Resulta claro, entonces que los procesos de desarrollo, elucién y revelado, en la:
técnica de columna estan totalmente interrelacionados. No. se puede expllcar uno
de estos pasos, sin tener en cuenta el otro.

De esta forma, con los datos previos del comportamiento de la muestra en
C.C.D., y de los eluatos drenados de la columna, se puede inferir sobre el comporta-
miento separativo de los solutos, acaecido dentro de la columna. Un ejemplo claro,

se explico en las secciones VI.6.2 y VL7, ,
' d) Con los solventes de elucion se deben tener ciertos cuidados o precauciones:

i) En general no se utiliza como solvente de elucién éter etilico: primero porque
es sumamente inflamable, y la elucién de una columna requiere voldmenes varia-
bles, pero, en general, importantes (mds de 200 ml). Segundo, porque es muy volé-
til (PEb 34°C), y pueden formarse burbujas en el seno del adsorbente por calores de .
dilucién localizados, 0 aumento de la temperatura ambiente. Estas inhomogeneida- -
des en la fase estacionaria, traen los problemas de resolucién explicados en la sec-
cién V1.3.1.iv). Tercero, porque si se lo utiliza en mezcla de solventes, es dificil man- -
tener la composicién relativa constante (nuevamente debido a su gran volatilidad),
y las separaciones resultaran poco reproducibles.

iz} No deben utilizarse solventes hiimedos, pues desactivaran a la fase estacio-
naria, en forma desordenada, tornando los resultados irreproducibles.

i1} No deben utilizarse mezclas de solventes inmiscibles entre si. Lo que se es-
pera de una mezcla es lograr una polaridad diferente a la de cada solvente puro. Si

al mezclarse, forman dos capas, no se logré el objetivo. Ademas, la formacién de dos
fases 11qu1das afecta el desarrollo de una columna, bloqueando el flujo del eluyente};
(se tapa). =

V1.11 Revelado
V1.11.1 Revelado de C.C.D.

Para el revelado con iodo, se sumerge la placa en una cuba que tiene cristalitos
de iodo en su fondo. Es un metodo sensible y no destructivo. Al exponer al aire lasi
placas reveladas, se observa que las manchas se desvanecen con el tiempo.

Otro tipo de revelado consiste en la pulverizacion con algin reactivo que genere
con los componentes de 1a muestra productos coloreados.

A veces se prefiere sumergir las placas en dicho reactivo (de base alcohdlica).

Todos los cromatogramas pulverizados o sumergidos deben someterse a un tra-
tamiento posterior, que puede ser la desecacién a temperatura ambiente o elevada,
segun el caso.

Algunos ejemplos de reveladores son:
¢ Aluminio cluroro, para flavonoides.

Soluc¢ién puverizable: Solucién etandlica al 1% de aluminio cloruro.
Técnica: Pulverizar el cromatograma y observar a la luz UV filtrada.
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e o-Aminofenol-Acido fosférico, reactivo para azicares.

Solucién pulverizable: Poco antes del uso, se disuelve 0,15 g de o- ammofenol en
20 ml de alcohol etilico absoluto. La solucién se mezcla con 10 ml de &cido fosforico
al 50%.

¢ Anilina ftalato para azidcares reductores.

Solucién pulverizable: Se disuelven 0,93 g de anilina y 1,66 g de ac1do o-ftalico
en 100 ml de 1-butanol saturado de agua.

Tratamiento ulterior: Los cromatogramas se calientan 10 min. a 105°C.

e Anisaldehido-Acido sulfirico para la reaccién de Kigi-Mischer modificada
frente a esteroides.

Solucién pulverizable: Solucién recién preparada de 0,5 ml de anisaldehido en 50
ml de 4cido acético glacial, con adicién de 1 ml de dcido sulfirico.

Tratamiento ulterior: Calentar 2-3 min. a 90°C.

e Hierro (IIT) cloruro para acidos hidroxdmicos y fenoles.
Solucién pulverizable: Solucién acuosa al 1% de hierro (III) cloruro.
Tratamiento ulterior: Calentar.

e Reactivo de Dragendorff segiin Munier y Macheboeuf para alcaloides.

Solucién a: Se disuelve 0,85 g de bismuto (III) nitrato basico en una mezcla de
10 ml de acido acético glacial y 40 ml de agua.

Solucién b: Se disuelven 8 g de yoduro potésico en 20 ml de agua.

Solucién pulverizable: En caso necesario, se mezclan 5 ml de la Soluciéna y 5 ml
de 1a Solucién b, y se afiaden 20 ml de 4cido acético glacial. La solucién se comple-
ta con agua hasta 100 ml

Tratamiento ulterior: Calentar.

* Ditizona para iones de plomo y otros metales pesados.

Solucién pulverizable I: Solucién al 0,05% de ditizona en tetracloruro de ‘carbo-
no.

Solucién pulverizable II: Amoniaco liquido al 25%.

e Sales de Cesio y Molibdeno como revelador general
1 g de sulfato de Cesio

2 g de 4cido fosfomolibdico

10 ml de 4cido sulfdrico concentrado

90 ml de agua.

¢ Pueden conseguirse o construirse cromatoplacas con adsorbentes que contie-
nen sustancias fluorescentes y permiten detectar las manchas por accién de la luz
ultravioleta (254 6 366 mandmetros).
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VI1.11.2 Revelado de C.C. Preparativa

El empleo de estas capas tiene por objeto recuperar las muestras sembradas,
una vez separadas. Si las bandas de solutos son coloreadas se detectan a simple vis-
ta. Si no lo son, no se puede revelarlas en toda la extension de la placa, porque el
revelado implica modificarlas (irreversiblemente, en general). Se procede entonces,
a revelar la zona corrida por el patrén interno, sembrado con este fin (ver seccién
VI1.9.2 y Grafico 56). A la altura de cada mancha observada, se marca una zona (que
le corresponde en distancia), sobre la parte no revelada. Si el frente del solvente fue
. parejo, alli estardn los compuestos esperados.

Una forma mucho mas sencilla es haber armado la capa con un adsorbente que
tuviera agregado un indicador fluorescente.

Las bandas se localizan luego al U.V. por contraste con el fondo fluorescente de
la placa. Estas bandas serdn luego eluidas para recuperar los solutos adsorbidos
(seccidén VI 12).

VI.11.3 Revelado de una cromatografta en columna

La técnica de revelado mds utilizada consiste en analizar el eluato, por C.C.D.,
con el revelador apropiado. En c¢ada separacién por columna, se tiene un gran ni-
mero de fracciones de eluato (generalmente del mismo volumen). '

~ Cuando se conoce la composicién de cada eluato, pueden unirse algunas de las
fracciones que se concentran, mientras que otras se eliminan por no contener nin-
gun compuesto utilizable. Algunas fracciones pueden contener varios componentes’
y €S necesario recromatog'raﬁarlas en otra columna.

La toma de un namero grande de fracciones es una labor muy ardua y exige mu-
cho tiempo, por lo que en la prictica se emplea algun tipo de aparato colector auto:
matico. En el Grafico 58 se representa un colector de fracciones. Consiste en un dis-
co en el que se coloca una serie de tubos. El disco gira mediante un sistema eléctri-
co, que en la forma m4as sencilla desplaza los tubos a intervalos de tiempo regula-
res. Es mds conveniente, sin embargo, recolectar fracciones conteniendo un volu-
men conocido o un namero fijo de gotas. ‘

E1 Grafico 58 presenta un tubo sifén que se usa para recolectar volumenes fij ]OS'
de eluyente. En este aparato el tubo es el brazo de una balanza, que actia como con-
trol de muestras. Cuando el tubo esta por la mitad aproximadamente se ladea la ba-
lanza, con lo que activa un sistema eléctrico que gira el disco, colocando un tubo va-
cio debajo del sifén. Cuando se ha recolectado el volumen correcto de liquido, el si-
fon vuelve a su posicién habitual y comienza a llenarse de nuevo. Este proceso se
repite hasta que se han recolectado suficientes fracciones.

Hay otro tipo de aparato, llamado contador de gotas, en el que las gotas de elu-
yente pasan a través de un rayo de luz, que activa una célula fotoeléctrica. El
aparato puede ajustarse de tal manera que pase un ndmero fijo de gotas antes del
cambio de tubo. Los contadores de gotas son muy apropiados cuando se trata de re-
coger pequefias fracciones, aunque también pueden utilizarse para fracciones
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mayores. Si el disolvente, al pasar por la columna, sufre cambios o emerge algun
compuesto en el eluato, entonces cambia el tipo de gota, por lo que muchas veces los
volimenes eluidos no permanecen constantes.

Cuando se ha recogido una serie de fracciones, existe todavia el problema de
analizar el contenido de cada uno de los tubos. Con cientos de tubos, que es lo ha-
bitual en ciertas separaciones, esto supone un trabajo formidable. En estos casos se
analiza el eluyente en forma continua, antes de entrar en el colector de fracciones.

Para el andlisis continuo se conduce el eluyente a través de un aparato que mi-
de alguna propiedad de los compuestos que han de separarse. Muchos compuestos,
por ejemplo, que son incoloros, absorben luz en la regién del ultravioleta. Se mide
entonces, la absorcion de luz U.V. en las gotas de eluato y, si existe alguna variacion
respecto de un haz patrén, se cambia automadticamente, al siguiente tubo colector.

Disco
giratorio _ Tubo colector
adosado al
brazo de balanza
/
Motor que
hace girar al
disco

v

Grdfico 58. Colector de fracciones.

Una técnica de revelado poco utilizada en Quimica Orgédnica y muy usada en
Quimica Biologica, es la de extrusién, que implica vaciar el contenido de la colum-
na, sin romper la fase fija y revelar una pequefia seccién longitudinal de la misma,
para localizar los solutos. Obviamente, si se utiliza este sistema, los solutos han si-
do separados dentro de la columna y no han sido eluidos de la misma.
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VL.12 Elucién

Como la técnica C.C.D., es analitica, no requiere elucién de los compuestos.
La elucion en la técnica de columna fue descripta en V1.10.2 y VI.11.3.

Ehici()n de capas preparativas

Cada una de las zonas donde se encuentran adsorbidos los solutos (ver seccién
VI.11.2), se raspa cuidadosamente y se desprende del soporte.

Para recuperar los solutos, se los extrae con algun solvente en el cual sean muy
solubles, filtrando el adsorbente remanente.

Esta operacion se repite varias veces, para lograr un maximo de recuperacién del
material sembrado.

Debe cuidarse de no extraer con un solvente con mds de 15% de metanol, pues

con mayor polaridad, también se disolverd algo del adsorbente, y de revelador fluo-
rescente.
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CAPITULO VII

Cromatografia de partici(’m
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CROMATOGRAFIA DE PARTICION

Consideraciones Tedricas
VIIL.1 Definiciéon

Cuando se agita la soluciéon de una sustancia con un disolvente inmiscible, el so-
luto se distribuye entre las dos fases, y cuando se llega al equilibrio, la relacién’

concentracion en el disolvente A

concentracién en el disolvente B

es una constante , que se denomina coeficiente de particiéon (o de reparto).

En este principio se basa la técnica separativa de Extraccmn como vimos en el
Capitulo V

A. Martin y L. Syorge, demostraron en 1941 que, para dlstmgulr amino-dcidos
entre si, era posible una separacién més eficaz mediante columnas de silicagel que
contenian 50% de agua, colocando en ellas la solucién de la mezcla y eluyendo con
disolventes inmiscibles con el agua, como, por ejemplo, el cloroformo con pequeiias
cantidades de butanol. El liquido retenido en la columna se denomina fase estacio-
naria y el eluyente fase mévil. Existen otros materiales capaces también de retener
el agua como fase estacionaria; entre ellos, el almidén, el polvo de celulosa, papel de
filtro, algodén y el amianto.

Este procedimiento ha recibido el nombre de cromatografia de partlcmn, y es
esencialmente diferente a la cromatografia de adsorcién.

La caracteristica fundamental de la cromatografia de particién es que la fase es-
tacionaria es agua, retenida sobre diferentes tipos de soporte. La fase mévil es
un liquido inmiscible con agua (pero saturado de agua). La separacién se ba-
sa en la distribucién selectiva de los solutos en las fases, segin sus cons-
tantes de particién particulares.

Dado que ambas fases (mévil y estacionaria) son llquldas se denomina a la cro-
matografia de particién, cromatografia liquido-liquido.

Actualmente, para las técnicas de cromatografia gas-liquido y cromatografia 1i-
quida de alta resolucién, se han desarrollado fases liquidas estacionarias distintas
de agua, que se detallardn en el Capitulo VIII.
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En el presente capitulo, se profundizard sobre la cromatografia liquida de parti-
cién sobre papel o polvo de celulosa.

VIL2 Fase fija: zel agua del papel?

- El papel de filtro colocado en una atmdésfera saturada con vapor acuoso absorbe
aproximadamente un 22% de agua.

En 1946, Consden y Martin consideraron al papel de filtro como un soporte iner-
te de una fase acuosa estacionaria, explicando las separaciones que se observaban,
como una particién continua de las sustancias entre la fase acuosa estacionaria y el
disolvente orgédnico, inmiscible con el agua, que fluia por el papel.

Esta interpretacién fue criticada posteriormente por numerosos investigadores.

Algunos imaginaron que no podia establecerse un equilibrio lo suficientemente
rapido en un sistema sin agitacién y, por lo tanto, que las separaciones no podian
ser explicadas a base de la simple extraccién de disolvente-disolvente. Martin des-
tacé, sin embargo, que cuando se calcula la eficacia de los cromatogramas sobre pa-
pel, basandose en las constantes de difusién conocidas, los resultados son correctos.

Otra objecién importante fue la siguiente: si las separaciones obtenidas se debie-
ran a la particién entre dos disolventes, resultaria imposible emplear disolventes-
miscibles con el agua, pues en ellos solamente existe una fase y, por lo,tanto, no se-
ria posible la particién. Sin embargo, numerosos investigadores han efectuado se-
paraciones de amino4cidos y otras sustancias con disolventes hidrosolubles tales co-
mo el propanol, la acetona, el etanol y atn el agua pura. Antes de poder tomar par-
tido por alguna dé estas teorias, es necesario examinar detalladamente el estado en -
que se encuentra el papel de filtro saturado con agua.

Martin compara la fase acuosa en el papel con una solucién concentrada de un
hidrato de carbono: “La fase estacionaria en un cromatograma de celulosa debe
compararse con una solucién concentrada de glucosa o, mejor atn, de algin polisa- -
carido soluble, mds bien que el agua saturada con la fase organica. No es sorpren-
dente, por lo tanto, que puedan utilizarse solventes miscibles con el agua. Una so-.
lucién concentrada de glucosa formara dos fases con propanol acuoso; la fase rica en
hidratos de carbono contendra una proporcién relativamente mayor de agua, mien-
tras que la otra fase, contendra una proporcion realmente mayor de d1solvente or- .
génico”. :

Hanes e Isherwood han adoptado un punto de vista analogo a la teoria de Mar- _
tin; consideran la fase estacionaria como un complejo agua- -celulosa. Una sustancia
en solucién se retendra mas o menos fuertemente en este complejo segin sus pro- -
piedades hidrofilicas.

Se concluye, entonces, que el agua retenida por el papel es la fase fija, ¥ que
tiene un poder de disolucién distinto que el agua pura, frente a los solutos. Por
esto es posible una particién entre el ‘agua’ de la fase estacmnarla, y otro solvente
inmiscible o no que, inclusive, puede ser agua pura.
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VIL.3 Relacion entre estructura y movilidad

Nuevamente se define la relacién de frente Ry, de las téenicas en capa, como una
medida de la movilidad registrada durante la cromatografia.

Los valores de Ry, dependen del coeficiente de particion y de las cantidades
relativas de las dos fases en contacto. Para una columna dada o un papel, el Ry de
un compuesto depende solamente del coeficiente de particién, que es una propiedad
termodindmica, tan especifica y caracteristica como otros puntos de transicidn, ta-
les como el punto de ebullicién y el punto de fusién.

Mientras que para la identificacién mediante el punto de fusién o el de ebulhcmn :
es necesaria una muestra pura, el valor de Ry, no se ve influido por la presencia de
impurezas, y, ademas, son necesarias solamente cantidades microscépicas para una
deteccién en cromatografia sobre papel.

Similarmente a lo visto en adsorcién, el solvente de desarrollo y la naturaleza
de los grupos funcionales presentes en los solutos, son las variables mas impor-
tantes que determinan las movilidades relativas entre ellos.

Como la fase mévil es un solvente orgédnico saturado en agua, la polaridad de es-
ta fase, serd siempre menor que la de 1a fase fija (agua). Resultardn por lo tanto,
mads retenidas las sustancias mas polares, y mas desplazadas, de la zona de
siembra, las sustancias menos polares. '

Sugerencia: Compare las movilidades en particién, con las correspondientes en
adsorcion. '

La reproducibilidad de los valores de movilidad, dependeran, como en adsorcién,
de la temperatura durante el desarrollo, y la correcta saturacién de la cuba.

VII.4 Relacién Frontal: ;Criterio de pureza y/o de identificacion?

Se emplea el mismo razonamiento que el visto para adsorcién (seccién VL.4). Se
lo utiliza por su valor negativo en cuanto a criterio de pureza y de identificacién.

Para identificar una sustancia se mide generalmente su valor Ry con un nime-
ro de disolventes adecuados, y se lo compara con el valor de Ry, de sustancias de re- -
ferencia que se cromatografian en el mismo papel al mismo tiempo. No es posible,
sin embargo, identificar una sustancia desconocida por el valor de Ry. Numerosas
mezclas de isémeros, por ejemplo: ~

(|3H20H (llHNHz
(|3HNH2 y clJHOH
CH, CH,
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producen solamente una mancha con todos los disolventes utilizados.

Cuando los solutos a cromatografiar, son de estructura similar (tendrdn un Kd
“similar), se requiere una larga distancia recorrida por el solvente para visualizar
una separacién aceptable entre los compuestos. En estos casos, no se emplean las
técnicas de placa (que establecen un tope al frente del solvente), sino columnas de
celulosa o papel (ver seccién experimental) en las que es p051ble deJar gotear el fren-
te del solvente.

En estos casos las movilidades relativas se miden en relacién a la mowhdad de
una sustancia que se siembra en la misma corrida, como patrén mterno

distancia recorrida por una sustancia

~ distancia recorrida por el soluto patrén (X)

De la definicién surge que el valor de Ry puede ser mayor o menor que 1.

Por ejemplo, en cromatografia de particién de azicares, se utiliza como patron
interno, generalmente glucosa.

Se define entonces:

distancia recorrida por un azicar

Rg=

distancia recorrida por glucosa

ValordeR, Valor de Ry
(" punto de siembra [ puntos de siembra
¢ . ﬁTn oo
a .
! l . Grdfico 59. Caleulo de *
® 2 . _ - R, 'y R, para una cro- -
B b matografia de particién
2 1 ) descendente. '
E :k
C?‘J Manchas de 1a
: sustancia patrén X
. AAAAAN
) 6 o o
=82 =B

En el Grafico 59 se muestra el cdlculo de Rﬁ y Rx para sendas cromatografias en ’
papel descendente
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VIL5 Cromatografia liguido-liguido:
;Siempre agua como fase fija?

Las sustancias que son escasamente solubles en agua no se podrian separar por
los métodos cromatograficos ordinarios de cromatografia sobre papel, ya que la sus-
" tancia avanzaria con el frente del disolvente. Sin embargo, la técnica puede exten-
derse a compuestos de este tipo, secando el papel e impregndndolo con aceite de oli-
va, silicona, paraﬁna 0 goma latex.

El papel asi impregnado, se siembra y desarrolla.

El reparto entre la fase fija liquida (no polar), y el solvente de desarrollo, deter-
minari las separaciones de los compuestos sembrados.

Esta técnica recibe el nombre de cromatografia sobre papel en fase inverti-
da.

El material liquido no polar que impregna el papel, es la fase estacionaria.

Los solventes de desarrollo mas comunes, para este tipo de cromatografia liqui-
do-Hiquido, son liquidos organicos que contienen una pequefia cantidad de agua.

(
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CROMATOGRAFIA DE PARTICION

Consideraciones Experimentales
Las técnicas empleadas cominmente para cromatografia de particién son:

a) C.C.D., con fase fija de celulosa. Puede utilizarse celulosa microcristalina, A
diferencia de las fases fijas adsorbentes, no podran utilizarse reveladores agresivos
(por ejemplo H,S0,). El tamafio de la part1cula es de 8 micrones, y puede tener o no
agentes l1gantes

Para preparar la capa se suspende la celulosa en agua en relaciéon 1:2 (gr/ml) y
se deja secar.

También se consiguen en el comercio cromatoplacas de fase reversa, para croma-
tografia de particion (liquido-liquido). En este caso, las particulas son de silica gel
y han sido tratadas, por ejemplo, con un reactivo de octadecil sililo (Rp-18), que las
cubre formando una pelicula no polar unida quimicamente a ellas (ver seccion
VIII.2.8.1i1)).

b) Columnas, con fase fija celulosa. La fase fija es también polvo de celulosa. Se
puede armar la columna directamente con el polvillo, y luego continuar con la siem-
bra y la elucién; o bien, preparar una papilla de celulosa en el solvente de elucidn.
En este dltimo caso, se procede para el armado, como se indicé en la seccién VI.8.3.

c) Papel, en sus variantes, analitica o preparativa. La técnica de cromatografia
de particién en papel, merece una descripcién particular. El resto, se enmarca en lo
descripto para las técnicas de adsorcién, del capitulo VI.

VII.6 Cromatografia analitica de particion en papel
VII1.6.1 Muestras para cromatografia

Las muestras se aplican siempre sobre el papel en forma de solucién. Para esto,
" los solidos se disuelven en una pequeiia cantidad de disolvente adecuado.

Las sustancias puras pueden aplicarse directamente, pero los extractos prepara-
dos de tejidos biolégicos requieren, frecuentemente, una purificacién preliminar. La
razoén es la gran cantidad de proteinas o sales en el extracto, que, al ser extraidas
por el agua del disolvente pueden interferir con el proceso de reparto dando lugar a
la formacién de “colas” en el cromatograma. Gran cantidad de impurezas pueden so-
lapar también a los productos separados.

Hay varios métodos para eliminar las sustancias indeseables. Los lipidos pueden
extraerse con disolventes organicos, las proteinas pueden precipitarse con alcohol y
las sales se eliminan con resinas de intercambio iénico o por métodos electroliticos.
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A menudo es itil el fraccionamiento preliminar de extractos biolégicos sobre co-
lumnas de intercambio iénico, de pequefio tamano.

Eligiendo un tipo de resina y unas condiciones cromatograficas adecuadas, pue-
den separarse las sustancias iénicas de las que no lo son, pudiendo fraccionarse es-
tas dltimas posteriormente. De este modo es posible obtener muestras que contie-
nen sélo uno o dos tipos de moléculas.

Otra alternativa de purificacién previa incluye la utilizacién de columnas de ge-
les, que logran separar compuestos de pesos moleculares diferentes.

VI1.6.2 Tipos de papeles

Segin las necesidades, se pueden adquirir varios tipos de papel cromatografico,
en los que varian el espesor y la velocidad de flujo. Generalmente se usan Whatman
ntmero 1 o nimero 3, para separaciones, y Whatman ndmero 3 o Whatman 3MM,
para trabajos preparativos.

VII.6.3 Siembra de la muestra sobre el papel.

El tamaiio del papel, estara de acuerdo con el tamario de la cuba a utilizar. Pa-
ra el caso en que la cuba tenga 60 x 25 x 25 cm aproximadamente, el papel What-
man N 1, se recortard de 14 x 46 cm. Luego, se traza con ldpiz una recta transver-

‘sal a 5 cm de un borde extremo del papel. Sobre una linea imaginaria, a 6,5 cm del -
mismo borde y paralela a la anterior, se marcan 6 puntos que disten 2 cm entre si .
y 2 cm de borde longitudinal a los puntos extremos.

Como se observa en el Grafico 60, el borde inferior se corta de forma dentada, pa-
ra lograr un goteo parejo del frente del solvente, cuando se emplea la técnica des-
cendente (seccién VII.6.5 i)). Sobre cada uno de los puntos marcados, se siembran
con capilar gotas de las muestras y los patrones. Se anota con l4piz el nombre de
cada sustancia contiguio a su siembra.

Las manchas de las muestras sobre el papel deben ser de un didmetro maximo
de 5 mm, ya que manchas mayores conducen a peores separaciones. Aplicando el
capilar en un punto se consiguen manchas de pequeiio tamaifio. Cuando la mezcla
de sustancias estd muy diluida hay que hacer varias aplicaciones, secando la siem-
bra después de cada aplicacién. Esta misma operacion se hace cuando interesa que
haya varias muestras en cada mancha. La mejor manera de secar las manchas es
con un secador de aire ya que este aparato produce una corriente de aire caliente
que ayuda a la evaporacién del disolvente. Cuando se hace una cromatografia pre-
parativa se aplican las muestras en forma de raya, mejor que en forma de punto.
Una vez que se han secado las manchas sobre el papel, ya estd éste listo para el de-
sarrollo (nombre que se da al proceso en el que un disolvente fluye a través del pa-
pel, produciendo la separacién). '
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Grdfico 60. Sembrado en papel y dispositivos
para desarrollo con técnica descendente.

VII.6.4- Eleccion del disolvente

Es obvio que el dlsolvente para el desarrollo depende de las sustancias que he-
mos de separar; la eleccién de éste proviene de la experiencia. En casi todos los tex-
tos que tratan cromatografia de particion, se indican diferentes mezclas de solven-
tes, para lograr la separacién éptima de distintos tipos de sustancias. Los disolven-
tes para la cromatografia de reparto sobre papel se pueden preparar por simple sa-
turacién con agua de un disolvente organico, tal como el n-butanol. Muchos de los
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disolventes empleados son de este tipo, pero ocurre que la cantidad de agua necesa-
ria para la saturacién del solvente orgédnico de desarrollo, es demasiado pequefia. -
Por ¢j., en la separacion de aminodcidos, azdcares, o compuestos fenélicos (com-
puestos muy polares), un solvente como butanol saturado en agua, no los “mueve”
demasiado, porque no los solubiliza lo suficiente. Para superar esto, se adiciona un
tercer solvente a la mezcla de desarrollo. Este puede ser un acido, 0 una base, como
por ejemplo, dcidos acético o férmico, piridina o solucién de amoniaco, o solucién de
dcido clorhidrico. Este agregado tiene dos funciones: permite incorporar mas agua
al disolvente, con lo que aumenta la solubilidad de algunas sustancias, mientras
que disminuye la de otras ademds de influir por su polaridad intrinseca. Los disol-
ventes ternarios (tres componentes), se utilizan ampliamente.

La dosificacién de los disolventes usados debe ser tal que en la mezcla se formen
dos capas. La capa orgdnica se separa y se utiliza para el desarrollo. La fase acuo-
sa se descarta, la ventaja de esto estriba en que el disolvente se satura bien con
agua, pero la desventaja es que se pierde material y tiempo.

La practica moderna consiste en conocer la composicién de la capa organica men-
cionada anteriormente. Para preparar este disolvente es esencial emplear exacta-
mente las cantidades especificadas y agitarlo muy bien antes de su uso.

VI1.6.5 Desarrollo del papel

El desarrollo puede llevarse a cabo permitiendo que el disolvente suba por el pa-
pel (técnica ascendente) o que descienda por él (técnica descendente). :

i) Técnica descendente

El disolvente que ha de eluir el cromatograma se pone en un depésito (pileta) de
un material inerte (por ejemplo, vidrio) que esta colocado en la cubeta cromatogra-
fica, como indica el Grafico 60. .

En el fondo de la cubeta se pone también un poco de disolvente, para asegurar
que la atmésfera del interior esté saturada de vapor.

La parte superior del papel, preparado como se indica en la seccién VIL.6.3 se su-
merge en el disolvente y se tapa herméticamente la cubeta. (El papel se sujeta en -
el fondo de la pileta mediante una varilla de vidrio).

i) Técnica ascendente

En esta técnica el disolvente se coloca en el fondo de 1a cubeta y el papel se sus-
pende mediante algin artificio colocado en la parte superior de ésta (Grafico 61).
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e =

/‘H | Grdfico 61. Aparatos
empleados en la croma-
tografia ascendente.

Alambre

El papel también puede enrollarse en forma de cilindro, cosiendo los extremos
mediante “clips”, y empaparse con el disolvente del fondo de la cubeta. En cualquie-
ra de los métodos, la cubeta debe cerrarse herméticamente. :

Nota: Con la técnica ascendente, considerando que la atmésfera en la cubeta es-
ta saturada con el vapor del eluyente, el disolvente sélo puede ascender hasta el ex-
tremo superior del papel, cesando en este momento el flujo del liquido. Asi, todos los
compuestos permanecen sobre el papel y la distancia recorrida por el disolvente es
fija. Esta técnica tiene particular interés para separaciones en dos dimensiones. El
método ascendente da también mejores resultados con disolventes muy volatiles.
Una desventaja de esta técnica es que los compuestos con Ry muy bajos se separan,
muy a menudo, incompletamente. Con la técnica de descenso se le permite al disol-
vente correr fuera del papel (debido a la gravedad), con lo que es posible aumentar
considerablemente la longitud del recorrido y, de esta manera, conseguir mejores
separaciones.

Sugerencia: Analice como varia el R, con:

1) El largo del papel
ii) El tiempo de corrida
ii1) El solvente de desarrollo

Una vez que el frente del solvente recorrié la distancia deseada, o que transcu-
rri6 un tiempo especificado (técnica descendente), se sacan los papeles de la cuba y
se los seca.

" VII.6.6 Revelado de las su,sfa_ncias sobre el cromatograma

Cuando ha terminado la separacién interesa, naturalmente, localizar la posi-
cién de las sustancias en el papel. Si las sustancias son coloreadas, esto no pre-
senta dificultad, pero muchos compuestos, principalmente aquellos que tienen
interés biolégico, son incoloros y, por consiguiente, invisibles. En este caso se
puede hacer uso de varios métodos: métodos fisicos, que utilizan propiedades
particulares de los compuestos, tales como la fluorescencia y la radiactividad; o
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métodos que consisten en hacer reaccionar a las sustancias a revelar con algin
agente quimico con el que formen algiin compuesto coloreado.

Los compuestos que son incoloros sobre el papel pueden colorearse mediante el
empleo de algin agente de revelado. El revelador puede tratarse, en el caso mas
sencillo, de un gas (por ejemplo, el sulfuro de hidrégeno que se utiliza para revelar
iones metalicos con los que forma sulfuros coloreados), pero la mayoria de las veces
los reveladores son liquidos o sélidos que se emplean en solucién. ‘

Hay dos métodos para aplicar el revelador: sumergiendo el papel en una solucién
de éste o pulverizando la solucién sobre el papel:

i) Técnica de bafiado.

El material que requiere esta técnica es una bandeja poco profunda, fabricada
de material inerte, en donde se coloca la solucién reveladora y se sumerge el croma-
tograma, teniendo cuidado de que éste no toque las paredes laterales de la bande-
ja, tal y como se indica:

Muchas separaciones pueden estropearse por el empleo de soluciones descom-
puestas del revelador o por no ser cuidadosos en su aplicacion. Es esencial que el
compuesto cromatografiado, y el ya revelado sean insolubles en el solvente del ba-
fio de revelado, de lo contrario las manchas se disolveran y eluiran del papel.

ii) Técnica de pulverizacion.

Esta técnica consiste en pulverizar uniformemente el revelador sobre la superfi-
cie del cromatograma por medio de un “atomizador”, que puede ser un pulverizador
o una botella “spray” especial para cromatografia. En el primer caso se insufla aire
mediante una pera o una corriente de un gas inerte a presién. La técnica del pulve-
rizado se indica en el Grafico 62.
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Si se emplean dos o més reveladores se aplicard, sencillamente, uno detras del
otro. En este caso es menos importante el secado del papel después de cada aplica-
cion, S

En el caso en que sea necesario un revelado miiltiple, algunos reveladores pue-
den aplicarse por la técnica de bafiado, y otras por pulverizado.

Clips

Pulverizado del
/ revelador

T —
Manchas % An:e a g;resmn
reveladas 0 pera de goma

~a Disolucién
del revelador

—°
-Posicién de las‘/ Lo

. &
manchas afin no #70_Peso para mantener b)
reveladas v tirante el papel

a)

Grdfico 62. Revelado por pulverizacion.

VIL7 Cromatografia preparativa sobre papel

La cromatografia preparativa de papel se lleva a cabo sobre tiras de papel de fil-
tro de un grosor adecuado. Los componentes separados pueden sacarse del papel
con el disolvente apropiado; 1a solucién se concentra y cristaliza el compuesto.

La solucién conteniendo la mezela se aplica en la linea base del papel, tal y co-
- mo se indica en el Grifico 63(a). En los lados del papel se aplica una solucién de
los compuestos a separar, que nos sirva de referencia. Se desarrolla el papel con el
disolvente elegido y, después del tiempo suficiente, se retira y se seca. Si el revela-
do de las franjas laterales requiere pulverizador, se cortan dichas franjas. Una vez .
revelados los compuestos patrén se vuelven a colocar en la posicién original (Grafi-
co 63(b)), permitiendo delinear los trozos de papel que contienen a los componentes
separados. Las dreas dibujadas con lapiz, se cortan con tijeras, y se extraen dichos
recortes con el solvente apropiado (Grafico 63(c)).
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Grdfico 63. Técnica de revelado para la cromatografia de particién preparativa
sobre papel.
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CAPITULO VIII

Cromatografia gaseosa

Cromatografia liquida de alta
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VIIL. 1 CROMATOGRAFIA GASEOSA

Consideraciones teoricas
VIII.1.1 Definicién y aplicaciones

La cromatografia gas-sélido (c.g.s.), o gas-liquido (c.g.1.) es un método para sepa-
rar componentes de mezclas de compuestos volatiles. En la mayorla de sus aplica-
ciones las separaciones se hacen para identificar y determinar el nimero de compo-
nentes de una mezcla.

Para fines analiticos se utilizan entre 0.1y 10 microlitros de solucién de la mues-
tra en un solvente apropiado. :

En la actualidad la cromatografia de gases a escala preparatlva se aplica funda-
mentalmente en laboratorios de Quimica Orgénica, donde es muy grande su utili-
dad como método de separacién o purificacién de sustancias desconocidas, para su
posterior estudio estructural, o de patrones de alta pureza. De todas formas, los vo-
limenes de muestra que se manejan en estas operaciones, 1nducen a calificarla mas
exactamente como “semipreparativa’.

A escala industrial, la cromatografia gaseosa, se utiliza excepcionalmente, en es-
cala preparativa, para la obtencién de productos muy puros y que seran utilizados
en cantidades pequenas. Tal es el caso de productos farmacéuticos y de perfumeria.-

La aplicacién analitica, es, sin duda, la mas desarrollada, conjuntamente con el
sistema de espectrometria de masa, acoplado a cromatografia gaseosa (C.G.L.-ma-
sa).

El término cromatografia gaseosa se aplica a los procesos en los cuales
1a fase moévil es un gas y en los que la distribucion de los componentes de
una mezcla se logra mediante cualesquiera de los procesos cromatografi-
cos de adsorcién selectiva o particion. ' '

Si el principal mecanismo que produce la distribucién es la adsorcién en un sus-
trato sélido, el método se denomina “cromatografia gas-sélido”. Si el mecanismo
principal involucra la particién entre la fase gaseosa y una fina pelicula de un liqui-
do depositado sobre un sélido inerte, el método es una cromatografia de particion

“gas-liquido”. '

Mediante esta técnica pueden separarse docenas de constituyentes empleando
muestras de menos de un microgramo. Se aplica a un amplio rango de sustancias

variando la fase fija y la temperatura que puede llegar a los 500°C para la separa-
cién de sustancias de alto peso molecular.
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Los aparatos que se emplean ‘en la cromatografia gas-liquido y gas-s6lido son bé-
sicamente iguales en su construccién. Difieren en la naturaleza del material de re-
lleno a través del cual pasa la muestra.

VIIL.1.2 Retenciones relativas

La muestra a cromatografiarse se introduce liquida en la cAmara inyectora del
. equipo (ver seccién experimental), donde se vaporiza y toma contacto con el relleno
de la columna cromatografica.

Esta columna consiste en un tubo que puede ser cilindrico, de vidrio o bien me-
talico, en espiral, el que se ha rellenado con el adsorbente s6lido (finalmente pulve-
rizado), o con el soporte recubierto por la fase liquida que actuara como fase fija. La
muestra vaporizada se adsorbe, entonces, en el material de relleno de la columna,
y al mismo tiempo se establece un equilibrio entre ese material y el gas en los in-
tersticios de la columna, de manera que una parte de la muestra permanece siem-
pre en la fase gaseosa. Esta porcién, sigue avanzando a lo largo de la columna, en
la corriente de gas portador, donde de nuevo se equilibra con el adsorbente. Al mis-
mo tiempo, el material ya adsorbido en la columna, vuelve a la fase gaseosa, de ma-
nera de restablecer el equilibrio con el gas portador puro, que empuja la zona de va-
por. '

La velocidad a la cual se mueve la sustancia depende, en principio, de dos facto-
res: '

1- 1a velocidad de flujo del gas portador y
2- la medida en que el vapor de la sustancia es retenido.

A mayor flujo de gas portador la zona (perfil de concentracion) se mue-
ve mas rapido; y cuanto mds retenido (adsorbido o disuelto) sea el com-
puesto vaporizado; mds lentamente se movera dicha zona.

Cuando dos 0 mds componentes estan presentes en la muestra, cada uno se com-
‘porta independientemente de los otros.

La condicion esencial, para poder analizar una mezcla por C.G., es que
" sus componentes sean vaporizables. Si las sustancias a cromatografiar tienen
presiones de vapor despreciables, se fijaran, a la fase estacionaria, pero dificilmen-
te podran ser eluidas por el gas portador.

Para evitar este tipo de inconvenientes, se realiza una derivatizacion de la -

muestra. Este proceso consiste en convertir grupos funcionales polares en sus deri-
vados de menor polaridad. Por ejemplo, alcoholes y fenoles, se esterifican o eterifi-
can por acetilacién o sililacién; dando acetatos o éteres de trimetil sililo = R-O-Si-
(CHy)s.

~ Si los grupos polares son acidos, se convierten en sus ésteres metilicos (por ac-
cién del diazometano). Las aminas generalmente se acetilan.
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VII1.1.3 Tiempo y volumen de retencién

El modo caracteristico de interaccion entre una determinada carga de columna,
y los componentes que se cromatografian, se expresa en términos de tiempo de re-
tencion, que es el tiempo que transcurre entre el instante en que la mezcla se in-
troduce en la columna y el momento en que se detecta su aparicién. :

Cuanto mayor sea la interaccién entre el soluto y la fase estacionaria, mayor se-
ra su tiempo de retencion.

+ Si se realizan dos corridas cromatograficas en condiciones reproducibles, el tiem-
po de retencién es un parametro también reproducible; y puede servir para carac-
terizar a cada sustancia. Con fines de identificacién se requiere la coinyec-
ciéon de la muestra con el patrén supuesto, y sirve por su valor negativo, tal co-
mo ocurria con el Ry y el Rg ( Capitulos VI y VII, respectivamente).

Como el tiempo de retencién depende de la velocidad de flujo de gas carrier o por-
tador (fase mévil), se prefiere emplear el “volumen de retencién”, que es, el volumen
de gas empleado para transportes el soluto en cuestion, a través de la columna.

En el Grafico 64 se muestran tres cromatogramas obtenidos por C.G.L

]

m
&

n-Hexano
de isopropile -

n-FPentano
Acetato
Atetato de propilo

n-Heptano

Acetato de lsopropilo -
A:ehtndépenp’.lo

%
i

Lﬁ L JJU\

cis-2-Buteno

6 min. 0 4 min 0 6 min.
‘Porasil A~ Porasil B 2% Carbowax-20
"(sin cubrir) (sin cubrir) Porasil C

Temp. colum. 556 °C  Temp. colum. 100 °C Témp. colum. 100 °C

Grdfico 64. Aspectos de tres corridas cromatograficas distintas.

Separaciones sobre Porasil. El Porasil (esferillas porosas de silice) tiene mu-
chas ventajas sobre los soportes inorganicos empleados generalmente. Su inercia
quimica y la posibilidad de elegir el tamafio de poro y el 4rea superficial, hacen que
pueda emplearse con cobertura liquida o sin ella. En el diagrama se representan va-
rias separaciones tipicas. Eligiendo adecuadamente el tipo de Porasil, es posible
. conseguir separaciones Gptimas.
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VIII. 1.4 Resolucién en cromatogafia gaseosa.

De las técnicas cromatograﬁcas vistas, la cromatograﬁa gaseosa presenta la ma-
xima resolucién; es decir, el mejor poder separativo.’

Es por este motivo que, cuando se desea conocer con certeza el niimero de com-
ponentes de una muestra, se la analiza, en distintas condiciones (y med1ando 0 no
derivatizaciones) de cromatografla gaseosa.

Esta resolucién 6ptima resulta de:

a) Tamario pequefio del adsorbente (en caso de C.G.S.).

y masa de fase estacionaria, . o »
b) gran relacién - : lo que implica una separacién
- : masa de muestra :

con numerosos equilibrios.

¢) utilizacién de la temperatura como nueva variable

- Como se vio en los Graficos 1 y 15 (de los Capitulos I y I1I, respectivamente) la
presién de vapor de s6lidos y liquidos varia con la temperatura de una forma parti-
cular para cada sustancia. Este hecho implica que las diferentes volatilidades de di-
ferentes sustancias, se modifiquen relativamente con el incremento de la tempera-
tura, lograndose una nueva variable que estid determinando la pos1b111dad de sepa-
racién de dichas sustancias en C.G.

La temperatura, durante un proceso de cromatografia gaseosa, puede mantener-
se constante (corrida isotérmica), o puede programarse con un gradiente de tempe-
raturas en un dado tiempo.

También pueden utilizarse ambas situaciones (isotérmica y programada) para
regular la temperatura de una corrida cromatografica.

En el Gréfico 65 puede apreciarse que la operacién isotérmica restringe el ana-
lisis cromatografico de hidrocarburos o parafinas normales con respecto a la opera-
cién a temperatura programada.

‘Se observa que, a temperatura constante (150°C), los primeros picos, correspon-
dientes a las parafinas de menor punto de Ebullicion, emergen tan rapidamente que
se.superponen sus perfiles de concentracidn; en tanto que, los materiales de puntos
de Ebullicién mas altos, emergen como picos anchos, y en algunos casos no son elui-
dos de la columina. Estos compuestos no eluidos, apareceran en analisis posteriores

- como picos “fantasmas” de otras muestras.

En el caso de la temperatura programada, se parte de una temperatura inicial
mas baja, y los primeros picos aparecen bien separados. A medida que la temperatu-
ra aumenta, cada componente de mayor punto de ebullicién es eluido de la columna.

- Los compuestos de alto punto de ebullicién tardan menos en ser eluidos duran-
te la corrida con temperatura creciente programada y, al igual que los primeros pi-
cos, tienen forma pronunciada. Los componentes que se hallan presentes en peque--
fia cantidad, también salen como picos agudos, y resulta mas sencillo diferenciarlos
de la linea de base.
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Grdfico 65. Cromatografia gaseosa‘ Comparacién entre cromatogramas obteni-
dos para la separacién de hidrocarburos con técnicas 1sotermlca y de temperatura
programada.

CROMATOGRAFIA GASEOSA

Consideraciones experimentales

Un esquema general de un equipo de cromatograﬁ’a gaseosa, se muestra en el
Grafico 66.

1) Fuente de gas comprimido . 5) Horno
2) Regulador de presién 6) Detector
~ 8)Inyector 7) Registrador
4) Columna cromatografica 8) Cromatograma

Grdfico 66: Kisquema de un cromatdgrafo de gas.
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VIII. 1.5 Fuente de gas carrier o portador

El gas estd comprimido en tubos, y puede emplearse He,, Ny, H,, Argon y 002
Antes de ingresar al aparato de cromatografia, pasa por reguladores de presion (y
flujo).

VIII. 1.6 Inyector

Permite la introduccién de la muestra en la corriente de gas portador. Normal-
mente se trata de un inyector de liquidos, que puede ser utilizado para sélidos (en
disolucién), y gases.

Se trata de una cdmara situada a la entrada de la columna y calentada indepen-
dientemente de ésta a temperatura superior al punto de ebullicion del componente
menos volatil de la muestra. Si se trata de una corrida con temperatura programa-
da, la temperatura del inyector serd, como minimo, la temperatura final programa-
da.

La muestra se inyecta por medio de una mlcrOJennga a través de una membra-
na de caucho que hace de cierre.

VIIL1.7 Columnd cromatogrdfica

Es un tubo de vidrio o0 metal (acero inoxidable, cobre, aluminio, etc.), de longitud
que generalmente oscila entre 1 y 50 m, y cuyo didmetro interior puede ser desde
0,1 a 50 mm, segun el tipo de columna. :

-~ La naturaleza de la columna es fundamental en la. reahzacmn de una cromato-
grafia gaseosa. Actualmente se conocen dos clases de columnas:

a) Columna con carga

b) Columna capilar (Golay) -

Una columna con carga consiste en un tubo en forma de U, o en espiral que es-
ta llena uniformemente con un polvo bien empacado que actiia como adsorbente.
También la carga puede ser un sélido inerte (perlas de vidrio) conteniendo una pe- .
licula en la cual se va a efectuar la particién de la sustancia arrastrada por el gas.

Una columna Golay consiste en una espiral de 0,25-0,50 mm de didmetro 1nter-
no, que puede tener una longitud de tuberia de 30 a 100 m.

Las paredes internas de este capilar estdan cubiertas con una fina capa liquida
no voldtil con la cual se va a producir la particién de la sustancia arrastrada por-el
gas.
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VIII 1.8 Fase fija

La fase fija, o carga de la columna, puede ser un polvo inerte, donde ocurrira la
adsorcion de 1a muestra a separar, o bien un soporte inerte, revestido con una peli-
cula liquida delgada, de baja viscosidad y alta capacidad d1ferenc1al para dlsolver a
los componentes de la muestra.

Si se utiliza fase fija liquida, ésta debe ser estable a la temperatura maxima de
funcionamiento de la columna. Si se excede la temperatura limite, se produce una
vaporizacién de la fase liquida, alterdndose la linea de base del cromatograma.

La materia prima para la mayoria de los soportes de cromatografia de gases, es
la tierra de diatomeas (celite, que esta formada por esqueletos de diatoméceas, al-
gas unicelulares microscopicas, fundamentalmente compuestos por silice, hidrata-
da y microamorfa.

En los catdlogos de las empresas que comercializan fases liquidas y seportes, se
detallan las utilidades y limitaciones de los mismos, como se muestra en la siguien-
te Tabla (VIII 2.4). :

Tdbla VIII.2.4. Algunos tipos y usos de columnas de cromatografia gaseosaﬁ

Fase Propiedad Temperatura , Aplicaciones -

estacionaria maxima )

tipo de uso (°C)

Escualeno no polar © 150 "1  general, hidrocarburos e hidro-

(hidrocarburo) . carburos halogenados

Apiezon no polar 280 6 200 general, hidrocarburos

(hidrocarburo)

SE-30 no polar : 350 compuestos no polares de alto

{metilsilicona) i peso molecular. Derivados

sililados.

0V.1, OV-101 no polar ~ 300-350 compuestos no polares de alto

(dimetilsilicona) peso molecular

Carbowax 20M polar ' 225 compuestos polares de bajo peso

(poliglicol) molecular

Pega polar 180 . compuestos polares de bajo peso

(polietilenglicol . molecular

adipato) '

Degs polar 190 compuestos polares de bajo peso

(dietilenglicol molecular

succinato) :

DC-550 : polaridad 275 compuestos polares de

(aceite de silicona)l  intermedia bajo peso molecular. Compuestos
' no polares de alto peso molecular
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VIII. 1.9 Sistema de deteccién y registro

El detector es un dispositivo que permite medir de manera continua una propie-
dad fisica del gas portador, que se modifique sensiblemente con la presencia demuy
pequefias concentraciones de la sustancia a analizar (conductividad térmica, co-
rriente de ionizacién; afinidad electrénica; etc.) y que dé por registro grafico una
curva que sea-una funcién simple de la concentracion.

Est4 situado a la salida de la columna.

El detector estd acoplado a un sistema electrénico de amplificacién y medida de
la sefial eléctrica enviada, que, a su vez, regula a un aparato registrador, con el cual
se grafica la variacién de la propiedad medida en funcién del tiempo.

El area cubierta por el pico de cada sustancia en el grafico que se obtlene en el
aparato, da una medida de la proporcién en que la misma se encuentra en la mez- -
cla.

Los detectores, pueden ser de respuesta umversal es decir, que generan res-
puesta para todos los componentes de la mezcla (exceptuando el gas portador, que
funciona de referencia); o bien, de respuesta selectiva, es decir que detecta sélo de-
terminados tipos de compuestos.

Ejemplos de detectores:

i) Celda de conductividad térmica (detector universal)
Un esquema de una celda de conductividad térmica (C.T.), se muestra en el Gra-

fico 67. El gas portador atraviesa un canal de flujo donde hay un par de filamentos
metalicos (generalmente platino o wolframio) que esta calentado eléctricamente.

Gas portador ——p —Pp

Grdfico 67. Esquema de una celda de conductividad térmica.

Dicho canal de flujo, es la referencia y ha sido taladrado dentro de un bloque me-

talico, que contiene al otro canal de flujo similar para el gas que sale de la colum-
na.

La temperatura que alcanzan los filamentos es cercana a los 100°C. Este valor
se logra luego de permitir el equilibrio térmico entre la fuente eléctrica que ca-
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lienta a los filamentos, y las moléculas del gas portador que, al chocar con ellos, re-
ciben instantaneamente su calor, enfridndolos. Resulta claro entonces, que la tem-
peratura de los filamentos depende del caudal. Si no hay caudal, los filamentos se
queman, : L

Cuando salen de la columna moléculas de la muestra, de mayor tamafio y menor
movilidad que las moléculas del gas portador, y chocan con los filamentos, se pro-
duce una disminucion en la transmisién de calor (el efecto seria como de “bajar” el
caudal de gas). Sucede entonces, un cambio en las conductividades, que se convier-
te en una sefial eléctrica, por medio de un puente de Wheatstone.

Este detector resulta ser no destructivo (se utiliza en cromatograflas preparati-
vas), es moderadamente sensible y requiere un buen control del flujo.

ii) Detector de ionizacién de llama (selectivo)

Un esquema del detector se muestra en el Gréfico 68.

El gas portador fluye desde la columna hasta la llama, la cual ioniza algunas de
las moléculas orgénicas presentes en la corriente gaseosa. La presencia de particu-
las cargadas (iones positivos, iones negativos y electrones), en el espacio entre los
electrodos origina una corriente que fluye en éste, a través de una resistencia que
la mide. La disminucién del potencial resultante se amplifica y alimenta a un regis-
trador. La conductividad eléctrica de un gas es directamente proporcional a la con-
centracién de particulas cargadas dentro del gas. '

Este detector ioniza a compuestos orgdnicos, y no da respuesta con aire, agua,
gases inertes, CO, CO,, CS,, NO, SO, y SH,. Es resistente, puede soportar cambios
extremos de temperatura y moderados de caudal. Es destructivo, no puede emplear-
se para cromatografia a escala preparativa. '

Brechas entre
electrodos -
19 F
Al registro
grafico
——— Fuentede energfa I
— —
— Electrémetro

Grdfico 68. Esquema del circuito de un detector de ionizacién de llama.
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VIIL 2 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION
Consideraciones teéricas

VIIL.2.1. Definicién, aplicaciones y generalidades

La Cromatografia Liquida de Alta Presién es, conceptualmente, similar a la cro-
matografia liquida tradicional. La diferencia fundamental radica en que el soporte
(sobre el que se deposita la pelicula de fase fija) es de material especialmente pul-
verizado, cuyas particulas tienen un tamaiio homogéneo, que puede ser de hasta sé-
lo 5-10 micrones de diametro. Este tipo de fase fija es muy eficaz, pero, por estar
densamente empaquetada, ofrece gran resistencia al flujo de la fase mévil, es decir,
que se requiere hacer presion (hasta 400 atm), para que el solvente fluya a una ve-
locidad razonable a través de la columna (generalmente entre 0,1 a 5 cm/seg de ﬂu-
jo lineal).

La cantidad de fase estacionaria dentro de la columna es pequeiia, por lo que se
requiere que la muestra también sea pequefia (menos de 50 mg). Dada la eficiencia
separativa de esta técnica, se 1a conoce también con el nombre de Cromatografia li- .
quida de Alta Resolucién (C.L.A.R., o, en inglés HPLC= High Performance quuld
Chromatography). _

- En cromatografia gaseosa, se requiere que la muestra sea volatil, o debe incre-
mentarse su presién de vapor, mediante derivatizaciones o corridas a altas tempe-
raturas. En contraste, la C.L.A.R., s6lo requiere que la muestra sea algo soluble en -
1a fase mévil, y esto hace posible el an4lisis de compuestos de muy alto peso mole-
cular: orgdnicos o inorganicos, iénicos o covalentes. El inconveniente prictico es en--
contrar un par de fasesja (fija y mévil) que separe selectivamente a los componentes .
de la muestra. '

VII1.2.2 Teorta del proceso cromatogrdfico

Debido a que el método C.L.A.R., es el mis eficiente en lo referente a posibilida-
des separativas, es también el mds sensible a la pérdida de resolucién si no se con-
trolan perfectamente las variables que lo afectan. Es por este motivo que resulta
conveniente un estudio un poco mis detallado de los pardmetros mas importantes
que rigen al fendémeno cromatografico.

VII1.2.2 a) iPor qué el perfil de concentracién en el eluato, tiene forma de campana? .

La forma de gaussiana del perfil de concentraciones, es la situacién ideal, es s6-*
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lo en estos casos en que experiencias idénticas resultan con valores reproducibles
de tiempos o voliumenes de retencion para las distintas muestras.

El perfil de concentraciones tiene forma de gaussiana, s1empre y cuando 1a iso-
terma de adsorcién sea lineal.

{Qué es una isoterma de adsorcién?

Dicha isoterma es la representacion grafica de la medlda de adsorcién que se lo-
gra con un adsorbente para una dada concentracién de un soluto, a una temperatu-
ra fija. Es decir, indica cudnto se adsorbe una sustancia, por unidad de masa de ad-
sorbente. :

Se la determina experimentalmente de la siguiente forma:

Se preparan soluciones con distintas concentraciones de una muestra. Se agita
bien cada solucién con una cantidad conocida de adsorbente puro, durante unos 15
minutos aproximadamente. Una vez que se llegd al equilibrio de adsorcién se filtra
el adsorbente y se determina la concentracién de cada componente remanente de la
solucidn. Se calcula, entonces, la cantidad de sustancia adsorbida en el equilibrio, a
varias concentraciones iniciales, y se grafica por unidad de masa de adsorbente.

Hay tres formas principales de isotermas, como se muestran en el Grafico 69.

Por la forma de la isoterma, puede saberse c6mo la velocidad de desplazamiento
de cada sustancia a través de la columna variara con la concentracién de d1cha sus-
tancia en la solucién.

Analicemos el Grifico 69. Consideremos que C; y C,, son dos concentraciones de
un componente y, para simplificar, asumiremos que C,=2C,. Ademds m; y m, son
las cantidades de masa de dicho componente que se adsorbié por unidad de masa
de adsorbente cuando llegé al equilibrio. :

m m
1) En el caso de la isoterma lineal, es obvio que m,= 2m,; esto indica que—= 2 -1
c, - ¢
2 1

es decir, que la relacién entre la cantidad de sustancia adsorbida y su concentracién
inicial es constante. Esta razén es el coeficiente de distribucién en el que se ba-
sa el fenémeno cromatografico. La sustancia que da una isoterma de adsorcién de
este tipo, viaja a traves/ge la columna de adsorcién con una velocidad 1ndepend1en-
te de la concentracmn de dicha sustanc1a en la solucidn.

m ' 3
CONVEX0
= LINEAL
g
§ CONCAVO
3
i
C, C, conc. de Ia sustancia
a Ber adsorbida

Grdfico 69. Isotermas de adsorcién.
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Esto dar4 origen a un perfil de concentraciones en el eluato con forma de cam-
pana de Gauss (Grafico 70(a)).

ii) En el caso en que la isoterma sea convexa m, < 2m,, se observa que, a mayo-
res concentraciones de sustancia (C, > C,), se adsorbe una proporcién menor de
dicha muestra. Esto implica que la sustancia viajara por la columna maés rapida-
mente en las altas concentraciones. Este fenémeno dara origen a un perfil de con-
centraciones en el eluato con una forma asimétrica, con aparicion de “colas”, como
se observa en el Grafico 70(b). Estas formas asimétricas con elongaciones, causaran
un efecto adverso en la resolucion, ya que dos bandas adyacentes podran no sepa-
rarse totalmente. '

iii) Finalmente, en una isoterma céncava serda m, >2m,. Esto implica que a con-
centraciones mayores, habra mayor adsorcién de la sustancia. Esto sugiere que la
zona de mayor concentracién se desplazara mas lentamente a través de la colum-
na, dando un perfil de elucién como el que se muestra en el Grafico 70(c). Este ca-
so es el opuesto al (b). ' (

Lamentablemente, en la mayoria de los casos las isotermas no son lineales. A ve-
ces, es posible trabajar en un rango de concentraciones en el que se cumple la iso-
terma lineal de adsorcién.

" concentracién,_
concentracién_
concentracién

- tiempo t:lempor t:lempo'
(@) ' (b) ()

y

v

a) Perfil de concentracién originado por una isoterma de adsorcién lineal.
b) Perfil de concentracién originade por una isoterma de adsorcién convexa.
¢) Perfil de concentracién originado or una isoterma de adsorcién céncava.

Grdfico 70: Efecto de la isoterma de adsorcién en la forma del pico y su tiempo
de retencion.

VII1.2.2. b) Pardmetros teéricos fundamentales en Cromatografia

Tres parametros se utilizan para caracterizar la eficiencia de una separacion cro-
matografica: la Resolucién, la Retencion Relativa y el nimero de Platos Teéricos.
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A. Resolucién.

Este pardmetro depende de dos factores que se ponen en juego al elegir el par fa-
se fija-fase movil para cada muestra: el tiempo de retencion y el factor de capaci-
dad.

La elucién diferencial para la separacion cromatografica de dos sustancias en
una columna es posible de lograr si el tiempo que requiere cada sustancia para lle-
gar al final de la columna es diferente.

Este retardo depende de los obstaculos que dichas sustancias encontraron sobre
o dentro de la fase estacionaria. El tiempo de retenciéon total para cada sus-
tancia (tp) es la suma del tiempo de retencién neto en la fase estacionaria (t'y) y el
tiempo transcurrido en la fase mévil (t ), también llamado tiempo muerto.

tp = t, + t'y

El tiempo muerto es el mismo para todas las sustancias, y depende de las dimen-
siones de la columna. Es también el tiempo de elucién de las moléculas del solven-
te. _

En el Grafico 71 se muestran los tiempos de retencién caracteristicos en un tipi-
co cromatograma de tres sustancias que tienen muy buena separacion.

Se observa la forma gaussiana ideal para la concentraciéon de muestra en el elua-
to, esto indica una isoterma 11nea1 de adsorcmn

El factor de capacidad (K) es una med_lda de 1a distribucién de cada sustan-
cia entre la fase estacionaria y la mévil. Es la relacién entre la cantidad de la mues-
tra en las dos fases (también se Io llama relacién de particién o de distribucién).

K g en la fase estacionaria
' g en la fase movil

La posic/lgn del pico en el cromatograma relaciona ambos parémetros, ya que
t’R = to . K

El factor de capacidad K, se relaciona proporcionalmente con ¢l coeficiente de.
particion K (visto en el capitulo de Extraccion).

Como el tiempo de retencién depende de! flujo de la fase mévil, a veces se prefie-
re utilizar el parametro volumen de retencion, mult1p11cand0 el tiempo por el flu-
jo (F) de la fase mévil.

Vg=F.tp= volumen de retencién
V°r=F.t°= volumen de retencién del gas

V’g=F.t'z= volumen neto de retencién..
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Grdfico 71. Presentacién de los parametros mas importantes para la caracteri-
zacion de las separaciones cromatograficas. '

B. Retencion relativa

La retencion relativa (o) es la relacion entre los factores de capacidad de-dos sus-
tancias para la misa fase estacionaria, y todas las otras variables fijas.

Es una medida de la selectividad de la separacién.
. - , “ .
Si o es 1, los dos componentes tienen la misma relacién de distribucién .
(K’5=K;), por lo tanto los picos coincidirdn, no habra separacién; la resolucién es nu-
=1, P p p
la. '

Mientras mas elevados sean los valores de o, mayor serd la selectividad de la
fase estacionaria.

C. Platos Teéricos

La banda de la muestra, se va ensanchando a medida que atraviesa la columna
cromatografica, debido a procesos de difusion. Los fenémenos de difusién dependen .
de la viscosidad, la densidad y el coeficiente de difusién de la fase mévil.

El plato teérico (P.T.) nos da una medida del ensanchamiento de la banda. En
contraste con el concepto de plato tedrico en Destilacién, se define para un vinico
componente, para una dada velocidad de eluyente y temperatura.
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Se lo define matemAaticamente asi:
(tp)
n°de PT. = 16 . —~—
w

t,: es el tiempo de retencién y W es la anchura del pico en su base, como mues-
. tra el Grafico 71.

Muchos factores afectan al ntimero de piatos tedricos, entre ellos el tiempo de Te-
tencion, la longitud de la columna, temperatura, soluto, caudal, concentracién de la
muestra, técnica de inyeccidn, etc. '

El niimero de platos tedricos puede cambiarse variando estas condiciones. Sin
embargo una columna con 10.000 platos tedricos, no podra separar dos componen-
tes cuyo o sea la unidad.

También se define la altura equlvalente de plato teérico (AEPT) que es la longi-
tud de la columna dividida por el namero de P.T. logradoe para un dado componen-
te.

long. d? columna

 AEPT= _
n° de pla%os tedricos

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Consideraciones experimentales

VII1.2.3 El equipo

En el Grafico 72 se muestra un esquema del equipo necesario en HPLC.

Desde el reservorio del solvente la bomba entrega un flujo continuo que, segin
el tipo de bomba, puede necesitar un amortiguador de pulsos. Desde alli, la fase
mévil fluye a través de la cAmara de inyeccidén hacia la columna. A partir de la sa-
lida de la bomba el sistema ya tiene alta presién y sus valvulas deben ser de segu-
ridad. '

La presién interna de la columna se mide con un mandémetro. La salida de los
componentes de la muestra se hace sensible con el uso de un detector el que esta
conectado.al registrador y a un colector de fracciones.
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. Reservorio
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. Amortiguador de pulsos
. Inyector

Columna

. Detector

Colector de fracciones
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Grdfico 72. Esquema del equipo de cromatografia liquida de alta resolucién.

VIII.2.4 El reservorio de solvente

Para corridas analiticas se utiliza un recipiente de 1 litro aproximadamente,
construido en vidrio, acero inoxidable o plastico inerte.

Es importante degasificar al solvente antes de introducirlo en reservorio, asi
como filtrarlo para eliminar cualquier impureza sélida.

Si no se elimina el gas del solvente, las burbujas se disolveran dentro del apara---
to, debido a la alta presidn, pero, al salir de la columna, volveran a formarse, arrui-
-nando la sefial del detector.

Otra razén de la aparicién de burbu_]as es el cierre deficiente de las valvulas, es-
te problema se evita sellando las juntas con cinta de Teflon.

Si se utiliza como fase mévil una mezcla de solventes, el reservorio debe mante-
nerse a temperatura constante, para evitar cambios en la composicién.

En ocasiones, se necesita un gradiente de polaridad en la fase mévil mientras
transcurre la elucién, esto se logra con el uso de programadores de la fase mévil, Ge-
neralmente se utilizan dos solventes de distinta polaridad, y el programador los
mezcla y homogeniza en proporciones gradualmente crecientes.

VIII.2.5 Sistemas de bombeo

El solvente que atraviesa la columna debe tener alta presién, continua y sin pul-
$08. .

Las bombas que se utilizan para aplicaciones analiticas (las columnas tienen un
didmetro interno de mas de 5 mm), deben ser capaces de entregar 20 ml/minuto de
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solvente, a una presién de 300 a 400 atm. Para escala preparativa se requiere un
flyjo mayor.

Hay distintos tipos de bombas; si se utiliza alguna que le imprime pulsos al sol-
vente, se necesitara un modulador que suavice los pulsos, y logre un flujo constan-
te, de lo contrario, se afectara la respuesta del detector y puede deteriorarse el em-
paquetamiento de la columna. :

Una forma sencilla de amortiguador de pulsos consiste en colocar entre la bom-
ba y la camara inyectora, un tubo capilar largo.(6 m de longitud por 1 mm de dis-
metro). Este tubo, por moverse libremente, absorbe las pulsaciones producidas por
la bomba.

VIII.2.6 Cdmara de inyeccion

El disefio de los sistemas de inyeccion debe ser cuidadoso porque debe resistir al-
tas presiones, tener un volumen pequefio, y sus cavidades deben ser facilmente la-
vables por la fase mévil. . _

Se disefiaron dos tipos principales: ~a

a) Inyeccion por medio de jeringas

Béasicamente son similares a las utilizadas en cromatografia gaseos@. Se requie-
ren jeringas con muy buen cierre, pero tienen el limite de operacion en 100 atmos-
feras. La muestra se inyecta a través de un tapén (septum) que, a su vez, debe re-
sistir altas presiones, ser penetrable y resistente a la accién de los solventes de la
fase mévil. El solvente utilizado condiciona el material del sello: debe evitarse que
antioxidantes o plastificantes, etc., sean eluidos. También debe cuidarse que el ma-
terial del sello no se torne quebradlzo pues, al inyectar pueden desprenderse par-
ticulas que taparan la columna.

b) Uso de vdlvulas inyectoras

Este método consiste en colocar la muestra, a presién ambiente, dentro de un ca-
pilar (loop) colocado a la entrada de la columna, mientras el flujo de solvente a pre-
sién sigue su curso. :

Para inyectar, se mueven las valvulas, de tal forma de desviar el flujo del solven—
te para que transite a través del capilar que contiene la muestra. Esto causa en el
detector una seiial adicional debida al solvente de la muestra pero que no. afecta a
la resolucién posterior.

En ambos disefios se requlere que la muestra a 1nyectar esté liquida disuelta.
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VIII.2.7 Las columnas

Las columnas utilizadas en HPLC, estdn constituidas de material inerte, gene-

‘ralmente acero inoxidable, ya que el vidrio no permite juntas con otras partes me-

talicas, que sean herméticas a las altas presiones de trabajo. La ventaja del vidrio
es que puede observarse el correcto y continuo empaquetamiento del relleno.

Las dimensiones varian entre 15 cm y varios metros de largo, y 2-3 mm de dia-
metro, hasta 9 mm o mds, para aplicaciones preparativas.

El pulido de las paredes interiores debe ser mdximo pues las rugosidades impe-
dirdn un empaquetamiento perfecto del relleno, con la consiguiente pérdida de re-
solucién.

La forma de las columnas estd en relacién al tamafio y dimensién del termosta-
to que se utilizard.

En general se prefieren rectas, y esta condicién es 1ndlspensable cuando el relle-
no tiene particulas de didmetro promedio 10 micrones, debido a la mayor facilidad
de lograr un buen empaquetamiento. El empaquetamiento del relleno de las colum-
nas requiere técnicas y dispositivos especiales para lograr maxima eﬁc1enc1a sepa-
rativa posterior.

VIIL.2.8 Las fases estacionarias - \

Los materiales de relleno para HPLC, deben ser estables a altas presiones. La
permeabilidad de la columna llena no debe ser funcién de la caida de presién a tra- _
vés de la misma.

La mayoria de los materiales de soporte inorgénicos son estables aunque si su
estructura es muy porosa, pueden colapsar al incrementarse la presién.

En C.L.AR. se utilizan fundamentalmente dos tipos de soporte:

1. Materiales totalmente porosos (como silica gel y aliimina), que poseen una
gran superficie activa (50 a 500 m: por g), tal como las que se emplean en la croma-
tografia cldsica, aunque con un tamafio medio de particula de menos de 50 mlcro-
nes,

2. Materiales peliculares, depositados como una delgada capa sobre un centro §6:
lido esférico. El ancho de la pelicula es de 1 a 3 micrones, y el tamario total es de 25
a 50 micrones.

Las capas pueden ser de silica gel, alumma asi como de materiales para efec-
tuar intercambio iénico y filtracién por tamices moleculares. En algunos casos, la
fase mévil afecta a dichas coberturas, disolviéndolas paulatinamente. Para evitar-
lo, se satura la fase mévil con la fase estacionaria, ya sea con anterioridad a su in-
troduccién en el reservorio, o mediante el uso de una precolumna, que consiste en
una seccion corta de tubo, relleno de algin soporte sélido poroso, que contiene un
alto porcentaje de fase estacionaria.
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i) Materiales de relleno para adsorcién

a- Silica gel es un adsorbente amorfo general y se lo obtiene en el comercio bajo
distintas marcas y con distintas prop1edades segdn el tamafo de particula, porosi-
dad, etec.

La silica gel puede estar activada para adsorcién, o desactivada. parcialmente,
para particién. Si se le hace un tratamiento con calor, por encima de los 500°C, se
pierde no solamente agua adsorbida sino que se deshidratan los grupos silanoles.
Esta silica ya no sirve para cromatografia de adsorcién, porque no es selectiva en
su adsorcién de moléculas polares.

Otros tratamientos implican modificaciones quimicas de los grupos silanoles,
con fases estacionarias hidrofébicas, para lograr rellenos 1itiles en particién (fase re-
versa).

b- La alimina, 1til en adsorcién se activa previamente a 500°C, obteniéndosela
en forma cristalina. Si se la trata con calor a 1000°C, se convierte en una forma
inactiva para el proceso cromato grafico (Al,O,= « alimina).

El mecanismo de adsorcién sobre alimina es mas complejo que el de silica gel,
pues tiene la posibilidad de formar puentes hidrégeno y tiene la habilidad de inte-
ractuar con bases (grupos de alta densidad electrénica) con los atom\os de aluminio,
que actuan de Acidos de Lewis.

Debido a que en la preparacién de la alimina, por deshidratacién del mineral ba-
yerita quedan grupos alcalinos contaminédndola, debe cuidarse que la muestra a
cromatografiarse, no se descomponga con base.

Existen tratamientos que permiten obtener aliiminas neutras para adsorcmn y
otros que permiten unirle una pelicula hidrofébica, para cromatografia de particién.

¢. Las poliamidas son ttiles para separar compuestos capaces de formar puentes
hidrégeno (fenoles, quinonas, azdcares, etc.). El grado de adsorcién depende del nii-
mero de carbonos de la unidad monomérica de la poliamida.

Se utilizan como fases méviles, solventes capaces de formar puentes de hidrége-
no: aleoholes, agua, dimetilformamida, hidréxido de sodio.

i) Soportes con modificaciones quimicas >

La silica gel es el soporte mas empleado.

Los grupos silanoles de la superficie se hacen reaccionar con una vanedad de
compuestos organicos u organosilicios. '

Como es imposible hacer reaccionar todos los grupos sﬂanoles presentes la ac-
tividad adsortiva de cada fase fija dependera del porcentaje de grupos modificados.

Una forma de modificar los silanoles es esterificindolos. La nueva unién Si-O-C, se-
ra covalente, pero hldrohzable lo que presenta el problema del desgaste de la co-
bertura con el uso.

Una unién més estable es la Si-N-C, que no se hidroliza en el rango de pH 4 a
7.5. Se obtiene por tratamiento de la sﬂ1ca gel con cloruro de tionilo (SOC]Z) y lue-
go aminas.

201



Ediciones Zorro Siglo XXl
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

Estas modificaciones “monoméricas”, modifican al adsorbente en su aspecto se-
lectivo. :

Existen otras modificaciones con polimeros de siloxano (aceites de siliconas), que
cubren la superficie del soporte y se convierte el material en una fase fija de parti-
cién de baja polaridad.

Las ventajas que presentan las fases estacmnanas unidas qulmlcamente al so-
porte, respecto de las peliculas depositadas sobre centros s6lidos son:

1- La fase mévil no debe saturarse con la fase fija.
2- No se necesita precolumna. : :
3- En el aislamiento de las muestras, no hay contaminacién con la fase fija.
4- Puede utilizarse una variedad mas amplia de eluyentes.

i1i) Fase reversa

En contraposicién a los métodos comunes de adsorcién, en fase reversa la fase
estacionaria es no polar (hidrofgbica) y la fase mévil es polar (hidrofilica). Esta in-
versién en las fases implica la inversién en el orden de salida de los componentes
de la muestra, es decir, aquéllas sustancias menos polares, seran més retenidas que
las polares.

Los materiales utilizados en fase reversa caben dentro de las clasaﬁcacmnes va .
mencionadas.

VIII.2.9 Termostdto

Es un dispositive optatlvo en los equipos de C.L.A.R., ya que la mayona de los
andlisis se realizan a temperatura ambiente

VIII.2.10 Recolector de fracciones

Uno de los mayores atractivos de la cromatografia liquida es la fac1hdad con que
se pueden recolectar los componentes de la muestra analizada. Hay recolectores .
manuales y automaticos.

VIIL2.11 Detectores

No ha sido una tarea sencilla disefiar detectores apropiados para C.L.A.R.. Esto
se debid a que, la mayoria de las propiedades fisicoquimicas de los solventes de elu-
¢ién, se modifican en forma infima al transformarse en una solucién diluida de al-
gun soluto. Ademas de este problema de sensibilidad, un detector debe generar una
respuesta proporcional a la concentracién de la muestra.
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Se han probado varios tipos de detectores, cuyo funcionamiento se basa en diver-
sas propiedades de la solucién, pero son dos, los tipos de uso mas generalizado.

1. Detector de mdlce de refraccion

Como su nombre lo indica, este detector mide los Indlces de Refraccmn del sol-
vente puro, y de la solucidon que emerge de la columna. La respuesta de este detec-
tor es universal, y su sensibilidad es moderada (del orden de microgramos o partes
por millén). No se lo puede utilizar para polaridad programada de fase mévil.

Este detector es sensible a los cambios de flujo y temperatura. No es destructi-
vo.

2. Detector de luz ultravioleta o

Su funcionamiento se basa en la absorcién de luz ultravioleta que pasa a través
de la solucién emergente de la columna. La respuesta es selectiva ya que sélo se de-
tectaran los compuestos que absorban la luz de la longitud de onda a la que opera
el detector.

Este detector es insensible a camblos de flujo y temperatura y eS\p051b1e efectuar

programaciones de fase mévil. Su limite inferior de deteccién es 2 nanogramos.
. . . ;

VIIL.3 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

Consideraciones tedricas
VII1.3.1 Generalidades

Las separaciones de intercambio idnico se llevan a cabo con materiales especia-
les de estructura porosa e insolubles. Estos materiales contienen grupos reactivos
que estan asociados a iones labiles capaces de intercambiarse con los del medio que
~ los rodea. El intercambio de iones es el tinico fenémeno que ocurre en el material
durante todo el proceso cromatografico, que invariablemente tiene lugar en medio
liquido (generalmente acuoso).

Como su nombre indica, la cromatografia de mtercamblo iénico se emplea en la
separacion de sustancias idnicas, tanto organicas como inorgénicas, de polielectré-
litos, como enzimas, proteinas, hormonas, virus, acidos nucleicos y otras sustancias
biolégicamente importantes. Generalmente se emplean tres tipos de materiales: re-
sinas, geles y celulosas de intercambio i6nico, que difieren en microestructura y
grupos intercambiadores incorporados a dicha estructura ( el poro es mucho menor
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en las resinas sintéticas que en los otros casos). El interés inicial por el fenémeno
de intercambio idnico se centré principalmente en el ablandamiento de aguas. Se
encontré que ciertos silicatos minerales, notablemente complicados, conocidos como
- zeolitas, tenian la propiedad de eliminar los iones calcio y magnesio de las aguas
duras, reemplazandolos por iones sodio. De esta forma actian las zeolitas como in-
tercambiadores i6nicos. Sin embargo, su empleo es muy limitado ya que son relati-
vamente inestables con los cambios de pH, siendo posible muy raramente la recu-
peracién del producto absorbido. Desde el punto de vista cromatografico, .se sosla-
yaron muchas de estas dificultades al introducir las resinas de intercambio i6nico
smieticas.

VIII1.3.2. Resinas de intercambio iénico. )

Las primeras resinas se prepararon por condensacién de acidos fenol-sulfénicos
con formaldehido. El producte contiene grupos reactivos, como -OH y -COOH, ade-
mas de los grupos cambiadcdres -SO,H mas importantes. Aunque con esta técnica
pueden conseguirse separaciones extremadamente dificiles, como las de is6topos ra-
diactivos, elementos de las tierras raras y ammoamdos la e%;perlenma ha demostra-
do que muy a menudo pueden conseguirse mejores resultados con resinas que sélo
posean un grupo reactivo. De este tipo son muchas de las resinas de poliestireno ac-
tuales. Las técnicas modernas han conseguido la fabricacién de resinas con tamafio
uniforme de poro. ‘ ,

Las resinas de poliestireno se fabrican polimerizando estireno junto a un reacti--
vo que una las cadenas de polimero, como el divinilbenceno. El divinilbenceno tie-
ne incorporado el grupo rectivo para el intercambio. Con un 4 a 10% de divinilben-
ceno (DVB) se obtiene una resina con un grado de entrecruzamiento alto, de tal for-
ma se logra un poro pequefio, muy selectivo.

Un porcentaje de 1 a 2 de DVB, produce una resina con un poro que no distin-
gue por debajo de 400, en peso molecular Se utiliza para desalar macromoleculas
y también, para separar algunos tipos de peptidos y atin virus.

Sobre la base de la resina se introducen grupos fuerte o débilmente acidos (cam-
biadores catiénicos) o basicos (cambiadores anlomcos) Los dos ejemplos se repre-
sentan en el Grafico 73.

El ejemplo representado en el Gréfico 73(a), es una resina catiénica fuerte, ya
que el grupo sulfénico -SOH confiere extraordinaria acidez a la resina. En este ca-
so-los iones hidrégeno (H* ) son los tnicos capaces de intercambiarse. Andlogamen-
te, en el ejemplo representado en el Grafico 73(b), la resina matriz contiene un gru-
po hidréxido de amonio cuaternario - N(CHg)s* OH —, siendo los iones hidroxilo los
unicos capaces de intercambiarse. La reaccién entre resina catiénica R “H* y los io-
nes sodio seria:

R—H'+ Na' = R—Na'" + H'
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mientras que la de la resina aniénica con el ion cloruro seria:

R*"OH + CI'«<= R—CI" + 'OH

a) Resina de b) Resina de
intercambio intercambio
cati6nico aniénico

N(CH,);0l"

N(CH,);0H

Grdfico 73. ‘

Tedricamente cualquier tipo de ion que contenga la resina podria cambiarse. Sin
embargo, desde el punto de vista practico, las formas que se emplean habitualmen-
te son la acida (H*) y la sédica (Na*), en resinas catidnicas, y en las aniénicas el ion
cloruro (Cl-) o el hidroxilo (OH"). Para pasar de una forma a otra, la resina se lava
con un gran exceso de solucién concentrada que contiene €l ion apropiado, que diri-
ge el equilibrio en la direccion deseada. Asi, para convertir una resina de la forma
sédica a la forma 4cida, se lavaria sencillamente con un 4cido fuerte en exceso.

VII1.3.3 Tipos de resinas, segiin el niicleo intercambiador

Las resinas de intercambio podemos clasificarlas en dos grandes grupos: resinas
catibnicas y resinas aniénicas. Estos dos grandes grupos pueden subdividirse en re- -
sinas catiénicas fuertemente dcidas y débilmente acidas, y en resinas anidnicas
fuertemente bdsicas y débilmente basicas.

a) Intercambiadores catidénicos

Los grupos tales como el dcido sulfénico -SO,0H y el metilensulfonico
-CH,-S0,0H, confieren prop1edades fuertemente dcidas a las resinas matriz; apar-
te de estos grupos, las primeras resinas fenol-formaldehido contenian grupos fené-
xidos. Los viejos tipos de resinas son, por lo tanto, bifuncionales; es decir, ellas con-
tienen m4ds de un tipo de grupos ionizantes, y en soluciones fuertemente alcalinas
ambos grupos , fenélico y sulfénico, se ionizan. Dado que todos los grupos ionizan-
tes unidos a la resina contribuyen a su actividad, las resinas fenélicas no son apro-
piadas para ser usadas en soluciones de pH mayor de unas 8,0 a 8,5 unidades; en
las soluciones mas alcalinas puede presentarse una atriccién, resultando con ello
una seria pérdida de resina. Los mas modernos intercambiadores catiénicos de ba-
se poliestireno son monofuncionales, y pueden ser utilizados bajo condiciones extre-
mas de acidez y alcalinidad sin peligro de pérdidas.
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Las resinas débilmente acidas conteniendo el grupo carboxilico -COOH son en
sus propiedades semejantes a un Acido débil insoluble, capaces de ser reguladas.
Puede obtenerse una relacién de la forma salina a la forma 4cido libre por trata-
~ miento de la resina con un gran exceso de una apropiada solucién reguladora. Esta
propiedad facilita el poder llevar la resina a un pH controlado.

~ Las resinas intercambiadoras catiénicas son generalmente utilizadas en dos for-
mas: la forma libre del 4cido, o forma de hidrégeno y la forma salina, frecuentemen-
te en forma sédica o aménica. La forma de hidrégeno fijara cationes y liberara una
cantidad equimolecular de iones hidrégeno a la solucién, mientras que con la forma
sodica se absorberan los cationes y se liberara sodio en cantidades equivalentes. Los
cambios potenciales para la absorciéon sobre una resina fuertemente acida son in-
fluidos por gran nimero de factores; los mas importantes son el tamafio molecular,
valencia y concentracién. En soluciones diluidas, los potenciales de intercambio au-
mentan con el incremento de la valencia. _ _

En soluciones concentradas el efecto de la valencia es inverso, ya que es més fa-
vorecida la absorcién de los iones univalentes que los multivalentes. Esto explica
por qué en los procesos de ablandamientos de aguas el calcio y el magnesio son fuer-
temente absorbidos de las soluciones diluidas en que se encuentran, pero son facil-
mente separados de la resina por la solucién concentrada de cloruro sédico usado
como regenerante. En general, para la eficiencia de un intercambiador, la afinidad
del ion que tiene que ser absorbido debe ser sustancialmente mucho mayor que la
del ion que se encuentra ya en la resina.

b) Intercambiadores aniénicos.

Las propiedades de las resinas intercambiadoras aniénicas derivan de los gru-
pos amino y amino sustituidos presentes en su estructura. La fuerza bésica de la
resina depende parcialmente de la naturaleza del grupo activo y también de su po-
sicién. Por ejemplo, un grupo amino en el nidcleo conferird menor caracter basico
que un grupo similar en la cadena lateral. Los intercambiadores débilmente basi-
cos tienen grupos amino libre (NH,), amino mono y disustituidos, mientras que los
grupos amonio cuaternario (-NR*;—OH), tienen una alta basicidad, que es compa-
rable con la fuerza de los dlcalis caust1cos Como en el caso de los intercambiaddres
catiénicos, los primeros tipos de intercambiadores aniénicos basados en las resinas
fenélicas contenian grupos fendéxidos como grupos basicos. -

El orden de los potenciales de intercambio de los aniones es menos conoc1do que
el de los cationes. Parece ser que la valencia ejerce una similar influencia, y las re-
sinas débilmente basicas difieren de las fuertemente bdsicas en que tienen una muy
alta afinidad por los iones hidroxilo. Las resinas débilmente basicas pueden sélo ser
usadas en soluciones neutras o acidas, no tenlendo capacidad de 1nterca1nb1o bajo
soluciones alcalinas.

Hasta aqui sélo han sido discutidos los intercambiadores i6énicos en presencia de
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soluciones acuosas; pero si los iones estan presentes, los procesos de intercambio i6-
nico también pueden efectuarse en disolventes no acuosos.

La Tabla VIII.6.3 resume brevemente algunas de las observaciones expuestas
antermrmente

Tubla VIII 6.3.

G funcional Intercambiadores . Intercambiadores
Tupo iunciona catiénicos ) Aniénicos
Fuertemente Débilmente Fuertemente Débilmente
acido dacido basicos basicos
Acido Acido Amonio Amino
Caracteristicas Sulfénico Carboxilico cuaternario
Efecto de incremento \ L
del valor del pH sobre Sin efecto Incrementa No afecta Disminuye
la capacidad... _
Estabilidad de Estable Se hidroliza Estable - | Se hidroliza
]_as Sales__. al lavar al lavar
Conversién de la Requiere Fdcilmente Requiere exceso Facilmente .
sal a dcido libre exceso de regenerada de hidréxido g6dico| regenerada con
o base libre... 4cido fuerte carbonato sédico
0 amdénico
Velocidad Rdpida Lenta, a menos | Rédpida Lenta, a menos
de intercambio que esté ionizada ‘ que esté ionizada

¢) Deionizacion en lecho mixto

Aunque la técnica de deionizacién en lecho mixto es un método desarrollado es-
pecificamente para tratamiento de aguas, es conveniente que sea tratada aqui.

Si la solucién diluida de una sal (agua dura, por ejemplo), es pasada a través de
un lecho de un intercambiador catidnico, los cationes son absorbidos y una cantidad
_equivalente de iones hidrégeno son introducidos en la solucién. Si entonces el eflu-
yente dcido es pasado a través de un lecho de un intercambiador aniénico, los anio-
nes son absorbidos y la solucién resultante es neutra, y suponiendo que los dos le-
chos habian sido regenerados a un nivel econémicamente apropiado (no completa-
mente regenerados), la cantidad de sélidos idnicos en la solucién habria sido redu-
cida, sin separarlos completamente. Si el efluyente es pasado nuevamente a través
de otro par de columnas similar, sucesivamente ir4 disminuyendo la cantidad de sé6-
lidos presentes disueltos. : : _

Si, por el contrario, se utiliza una sola columna que contenga una mezcla intima
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de una parte de intercambiador catiénico 4cido fuerte y dos partes de intercambia-
dor aniénico basico fuerte, el proceso de deionizacién avanza hasta ser completo, y
en todo tiempo el agua permanecerd neutra. Otra ventaja de la técnica de lecho
mixto.es que en el proceso de regeneracién podemos alcanzar una mayor eficiencia
que cuando se tienen que tratar dos unidades, y tal vez mds importante cuanto que
trabajamos con intercambiadores aniénicos fuertes, que requieren lavados que pue-
den reducirse a un minimo. Verdaderamente, no es absolutamente necesario lavar
hasta el dltimo extremo después de la regeneracion; sin embargo, para una mas efi-

ciente operacidén es aconsejable pasar 3 volimenes-lecho de agua a través de la co-
lumna.

u

VIII.3.4 Factores que afectan la cromatografia de intercambio iénico

/

a) Diferencias de carga i6nica

Como la mayoria de los compuestos que se desean intercambiar no son anféte-
ros, pueden lograrse ficilmente separaciones de aniones de entre cationes, o espe-
cies idnicas de no iénicas.

Estas son las situaciones ideales, donde una sustancia sera adsorbida, y las
otras no.

b) Selectividad de intercambio idnico

La mayoria de los usos de la cromatografia de intercambio requieren selectivi-
dad para detectar diferencias poco marcadas entre los iones a separar.

Los factores que gobiernan la selectividad de una resina frente a un ién particu-
lar, son:

1- Valencia

2- Radio Iénico

3- Concentracién

4- Naturaleza del intercambiador
5- Solvente

Los iones que difieren en su valencia o tamario, normalmente se separan sin di-
ﬁcultad Si tienen igual tamario pero distinta carga, también se pueden separar, pe-
ro requiere un control mas cuidadoso en las condiciones experimentales.

En muchos casos se puede intensificar la selectividad, por agregado de agentes
complejantes. Por ejemplo se agrega citrato en el caso de tierras raras: se introdu-
ce la muestra en la columna en condiciones tales que permitan a los iones adsorber-
se en lo alto de la columna. Los cationes individuales se desorben a continuacién,
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empleando disolucién de citrato sédico. Los cationes mas pesados se desplazan los
primeros, ya que forman los complejos mas estables con el anién citrato.

c) Efectos de adsorcién especifica

En algunos casos la separacién con resinas de intercambio, se basa en adsorcio-
nes-especificas. Por ejemplo, los fenoles se adsorben sobre intercambiadores aniéni-
cos por fuerzas de Van der Waals y las sales de borato de intercambiadores amom-
cos se utilizan para retener (intercambiar) azicares que son capaces de formar com-
plejos con borato.

d) Efecto salino

Cuando se utilizan resinas de gran capacidad (ver seccién VIIL.3.6), la alta con-
centracion local de iones permite la separacién de algunos no-electrolitos, tales co-
mo alcoholes, aldehidos y cetonas, como resultado de un efecto “salting-out”, dentro
de la resina.

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

Consideraciones Experimentales

VII1.3.5 El equipo

Las técnicas empleadas en la cromatografia de intercambio iénico son similares
a las descriptas para cromatografia de adsorcién y particiéon. Por ejemplo, las co-
lumnas con resinas intercambiadoras, utilizan el sistema convencional, y los pape-
les de intercambio se usan andlogamente a los de particién.

La solucién de iones a separar en una columna cambiadora se introduce por la
parte superior de la misma. Las condiciones que se eligen normalmente hacen que
los iones de la solucién se intercambien rdpidamente y se queden en lo alto de la co-
lumna, formando una banda estrecha. Los iones diversos se separan uno a uno,
cambiando lentamente el pH, o aumentando la concentracién de un tipo de ion, o -
incrementando la temperatura. /

Normalmente las separaciones de intercambio iénico se llevan a cabo en solucién
acuosa, pero mientras haya iones presentes no hay ninguna razén para que este
proceso no se realice en disolventes no acuosos.

También puede agitarse la solucién que se quiere mtercamblar con la resina ele-
gida; dejar que se llegue al equilibrio, y luego decantar o filtrar. Esta técnica (deno-
minada en “batch”), es menos empleada y requiere de un sistema muy bueno de agi-
tacion. :
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VIII1.3.6 Capacidad de una resina

., masa de muestra ) .
Para saber la relacion entre - , se recurre a las especificaciones
masa de resina : ;

que traen las resinas comerciales. Los datos se presentan como miliequivalentes
activos (a intercambiar) por mg de resina seca, o ml de resina himeda.

De esta forma, si se saben los m.eq. de iones que se desean eliminar, se armara
una columna con un poco de exceso (se supone que el intercambio puede no ser to-
tal).

Sugerencia. suponga que tiene que desalar un exyracto (de CINa) y no sabe cuan-
ta sal hay presente. Si dispone de tanta resina aniénica y catiénica como desea: ;Céo-
mo procederia? y, ;como haria para saber que el proceso de desalinizar ha concluido?

VIIL.3.7 Resinas intercambiadoras para C.L.A.R. (HPLC)

Los materiales intercambiadores porosos clasicos, tienen una aplicacién muy li-
mitada en HPLC, porque colapsan cuando se los somete a presion.

Recientemente se desarrollaron particulas intercambiadoras de menos de 20 mi-
crones, que resisten hasta 2000 atmésferas y se utilizan en la separacién de ami-
noacidos, :

Los rellenos construidos con técnicas de cubrimiento pelicular, no han resultado
muy efectivos, por su baja capacidad y porque a pH altos, los iones h1drox1do des-
truyen parcialmente el soporte de silica gel.

Afortunadamente, se han logrado obtener resinas intercambiadoras construidas
por unién quimica al soporte con una capac1dad adecuada (200 a 1000 microequi-
valentes por gramo).

VIIL4 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION SOBRE GELES
Generalidades

La cromatografia de filtracién sobre gel es un tipo particular de cromatografia li-
quido-liquido, que se utiliza en la separacién de sustancias que poseen volimenes
moleculares diferentes. En el afio 1959 se introdujo como técnica de laboratorio con
la creacion del Sephadex.

El Sephadex para filtracién sobre gel se obtiene a partir de un polisacdrido, el
dextrano, que se somete a un proceso de entrecruzamiento de sus cadenas molecu-
lares, para dar una mayor o menor uniformidad trldlmensmnal A nivel supenor el
producto se presenta en forma de esferillas. :

Debido a su elevado contenido de grupos hidroxilo, el producto tiene una gran
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afinidad por el agua, por lo que se hincha en presencia de la misma o de una solu-
cién de electrdlitos, formando un gel semitransparente. Estos se colocan en colum-
nas cromatograﬁcas

El mecanismo de la filtracién sobre gel es el siguiente: la muestra a cromatogra-
fiar se afiade por la parte superior de la columna, eluyendo a continuacién, con agua
o una disolucién tampdn.

Las sustancias cuyo tamafiio molecular es superior al de los mayores poros del
gel hinchado (lo que determina el limite de exclusion) no pueden penetrar en el in-
terior del gel, por lo que pasan en el liquido a través del lecho, emergiendo prlme-
ras de la columna.

Las moléculas mas pequefias pueden penetrar en l(gs poros del gel hinchado, de-
biéndose a las diferencias de forma y volumen las variaciones de unas a otras du-
rante el desarrollo del proceso. Entre el liquido exterior y el interior de las particu-
las del gel hay un reparto de moléculas, siendo superior el porcentaje de moléculas
mis pequefias en el altimo.

Las moléculas que emergen de la columna siguen un orden decreciente respecto
a los tamafios moleculares. En el Gréfico 74 se representan tres etapas de la sepa-
racién de grandes moléculas de otras menores. Los puntos negros representan las
moléculas mayores; las cruces las moléculas menores, y los circulos en blanco, las
particulas de gel.

Aunque para la descripcién del fenémeno anterior el término de filtracién sobre
gel es el mas popular, también se encuentran en la bibliografia los nombres de per-
meacién sobre gel, exclusién molecular tamizado y molecular.

Para la filtracién sobre gel en solucién acuosa, se dispone de otra serie de medios
aparte de los derivados de dextrano. Por ej., los biogeles se hacen de poliacrilamida
de enlaces entrecruzados. El intervalo de pesos moleculares diferenciables por es-
tos geles depende del tamario del poro y, por consiguiente, de la cantidad de‘entre-
cruzamiento. Al aumentar el entrecruzamiento disminuye la turgencia del gel.

b)

& particula de gel ©)
 sustancia de alto peso molecular
o sustancia de bajo peso molecular

Grdfico 74. Filtracién sobre gel en columna. a) Siembra; b) proceso de separacién
por diferencia en pesos moleculares; ¢) elucién de la sustancia de mayor peso mole-
cular.
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El método habitual para caracterizar los diversos tipos de geles se denomina va-
lores de recuperacién de agua. Este valor representa la cantidad (en mililitros) de
agua embebida por un gramo del gel seco. Los nimeros tipo de Sephadex y del bio-
gel son diez veces la cantidad de recuperacién de agua: el Sephadex G-10, tiene un
valor de recuperacién de agua igual a 1y el G-200, igual a 20 Estos valores no in-
cluyen el agua entre las particulas.

En los tipos que tienen el valor de recuperacién bajo el tamafio del poro es pe-
quefio, empledndose para el fraccionamiento de moléculas pequefias, mientras que
- los que poseen un valor alto se utilizan para compuestos con elevado peso molecu-
lar. Asi, el G-10 se emplea para fraccionar moléculas de pe;io molecular hasta 700,
y el G-200 fraccionara proteinas globulares y péptidos, cuyos pesos moleculares van
del orden de 5000 a varios cientos de miles. Otros tipos cubren intervalos interme-
dios.

Para el fraccionamiento de sustancias con peso molecular elevado como ciertas
proteinas, polisacaridos, dcidos nucleicos y virus, se requieren geles cuyas particu-
las tengan un tamario elevado de poros. Estos se obtienen a partir de un polisacéri-
do denrominado agarosa, que es un polimero neutro derivado del agar.

La filtracién sobre gel tiene un gran nimero de aplicaciones. La m4ds evidente es
el andlisis de mezclas de compuestos de diferentes tamafios y pesos moleculares.

- Otra propiedad importante de la filtraciéon sobre gel es su aplicacion en la deter-
minacién de pesos moleculares. Ademads del fraccionamiento de la muestra, los vo-
Iimenes de elucién de proteinas globulares sobre el G-100 y el G-200, estdn deter-
miriados por su peso molecular. En un intervalo considerable, el volumen de elucién -
es, aproximadamente, una funcién lineal del logaritmo del peso molecular. Si pode-
mos dibujar una curva de calibracién de proteinas de peso molecular conocido, po-
dra calcularse el peso molecular de proteinas desconocidas de una muestra proble-
ma. Esto es de gran valor para trabajos sobre enzimologia.

Hasta ahora solamente hemos estudiado la filtracién sobre gel en soluciones
acuosas. Sin embargo, empleando un medio especialmente modificado, esta técnica
puede aplicarse a separaciones en medios organicos.

Uno de tales productos esta basado en derivados de dextrano, por reaccién de los
grupos hidroxilo con reactivos que los tornen hidréfobos. Las particulas modificadas
del gel se embeben de disolventes no acuosos. Otros productos son derivados de po-
liestireno con enlaces entrecruzados.

La eleccién de un tipo de medio para la filtracién sobre gel no debe ser el dnico -
problema. Se ha visto que cuando las esferillas del gel estdn contenidas en colum-
nas pequefias, la velocidad elevada de flujo y la irregularidad de las esferillas con-

ducen a separaciones pobres,
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CAPITULO IX

Reacciones de
grupos funcionales
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INTRODUCCION

La inclusién en este Manual de un capitulo referente a la reactividad de molécu-
las orgénicas, responde a la necesidad de conocer dichas reactividades para poder
escoger el método separativo mas conveniente. -

Es decir, si se trata de separar una mezcla de sustancias, debera aprovecharse
la presencia de cada grupo funcional para programar el método separativo mds con-
veniente, tal que no afecte al resto de las estructuras moleculares irreversiblemen-
te.

Sélo de esta forma podra aplicarse eficazmente la herramienta separativa para
1a resolucién de un problema concreto, con buen criterio quimico. La alternativa
consistiria en convertir la aplicacion de técnicas extractivas y cromatograficas, en
un método simple de prueba y error.

Dentro de la amplitud de reacciones p051bles para cada grupo funcional, se han
seleccionado aquéllas que dan como respuesta un cambio visual u olfativo. Todas las
reacciones descriptas ocurren a través de mecanismos conocidos y son sencillas de -
realizar en el laboratorio. Parece ttil, entonces, presentar las descripciones de las
técnicas experimentales, ademas de una diagramacién en forma de cuadro compa-
rativo, y cuestionarios que contemplan la adquisicién de los conocimientos minimos
indispensables sobre el tema. Desde el punto de vista pedagégico es aconsejable pro-
mover una discusién sobre los resultados logrados en las experiencias.

REACTIVIDADES Y ENSAYOS DE CARACTERIZACION
DE GRUPOS FUNCIONALES, ‘
PRESENTES EN MOLECULAS ORGANICAS

IX.1 Hidrocarburos:
Alcanos, alquenos e hidrocarburos aromdticos

La caracteristica principal de los hidrocarburos saturados (alcanos) es su inercia
quimica, es decir, su escasa reactividad.

En cambio, los hidrocarburos insaturados (alquenos y alquinos), son muy reacti-
VOS. ' :
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Los hidrocarburos aromaticos tienen un sistema de dobles ligaduras deslocaliza-
das, cuya resonancia le imparte una estabilidad especial al anillo. Por esta circuns-
tancia, aunque son insaturados, no dan las reacciones de adicién y oxidacién tipicas
de los alquenos.

Tabla IX. 1. Propiedades fisicas de los hidrocarburos.

Hidrocarburo alcano alqueno alquino aromaético

Estado fisico

Color

Solubilidad
en H,0

Solubilidad
en H,SO,

Densidad respecto
al H,O

Indicaciones para completar la Tabla IX.1

a) Solubilidad y densidad: coloque 0,5 ml de cada muestra en tubos de ensa-
yos rotulados. Agregue 2 ml de agua, agite, deje reposar y luego observe y anote co-
mo “si, no o parcial” la solubilidad; y como “méas denso o menos denso” en el casille-
ro correspondiente. Busque, a partir de las Tablas, los datos de solubilidad y densi-
dad de cada muestra utilizada.

b) Solubilidad en SO H, diluido: coloque 0,5 ml. de cada muestra en tubos de
ensayo rotulados Agregue 2 ml de SO 4H2 30%, agite y deje reposar. Luego observe
e informe como “si, no o parcial”.

1- Formule las reacciones involucradas. :

2- En qué concentracién de H,SO, se disolveria el hidrocarburo aromat1co‘7
¢Cual sera el intermediario formado? Dibuje todas las estructuras de resonancia po-
sibles para dicho intermediario.

3- ¢Puede hablar de solubilidad del intermediario protonado, en el caso del al-
queno, si en todo momento existen dos fases liquidas?
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Tabla IX.2. Propiedades quimicas de los hidrocarburos

Hidrocarburo alcano alqueno |, alquino aromatico

C1,CH/CI,Al

Bry(oscuridad)

Br, luz

MnO,K
(diluido)

Combustién

Indicaciones para completar la Tabla IX.2

a) C13CH / Cl Al: Coloque 2 ml de cloroformo en un tubo de ensayos limpio y se-
co, y dos gotas del hidrocarburo; luego agite, etiquete el tubo con el nombre del hi-
drocarburo y agregue aproximadamente 1 g de cloruro de aluminio anhidro sobre 1a
superficie del liquido. Anote los colores que observa sobre la superficie del sélido y
en la solucidn.

i- ¢(En qué se basa esta reaccién, cémo se la llama comtinmente?

ii- {Cudl o cudles de los tipos de hidrocarburos la dar4n?

iii- Escriba el mecanismo y el producto final (indique si existe la posibilidad de for-
macién de isémeros y en caso afirmativo, dibijelos y némbrelos).

iv- j.A qué se deben los cambios de colores observados?

b) y ¢) Bry-oscuridad y Bry-luz: Coloque 2 ml del hidrocarburo en sendos tu-
bos de ensayo limpios y secos. Envuelva uno con papel de aluminio para que no le -
de la luz. Agregue 10 gotas de Br, en tetracloruro de carbono (un solvente inerte),
en cada tubo. Agite bien ambos tubos, coloque el tubo envuelto en un lugar fresco y
oscuro, y el otro, expéngalo de 10 a 15 minutos a una ldmpara o a la luz solar direc-
tamente, Luego anote las observaciones.

i- ¢En qué se basan las reacciones experimentadas?

- Escriba los mecanismos ocurridos, e indique los posibles isémeros formados
(némbrelos).
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iti- ;Como modificaria la técnica para introducir un dtomo de Bromo en un hidro-
carburo aromatico? . .
iv- Explique cuil es la forma en que el bromo “entra” en cada tipo de hidrocarburo.

d) KMnO, diluido y frio: Coloque 5 gotas del hidrocarburo en un tubo de ensa-
yos y agregue 1 ml de permanganato de potasio diluido. Agite bien y anote las ob-
servaciones. :

i- Escriba la reaccién. .

ii- Indique su mecanismo y los posibles isémeros formados (némbrelos).

iii- ;Qué ocurriria si calienta?(pruebe). Escriba los productos formados (némbrelos).
iv- ;Por qué el test se realiza en frio?

e) Combustion: (Trabaje bajo la campana) Coloque en una espdtula cucharita
unas gotas del hidrocarburo. Enciéndalo y observe si la llama es azulada o lumino-
sa (amarilla) y si produce 0 no humo negro (combustién incompleta). Anote las ob-
servaciones.

i- Escriba las ecuaciones de combustion total para cada hidrocarburo.

Conclusiones

i- ;/Qué ensayo (o ensayos) utilizaria para distinguir entre un aleano y un alqueno
( 0 alquino)?

ii- ;Qué ensayo utilizaria para distinguir entre un alcano y un hidrocarburo aroma4-
tico?

iii-;Qué ensayo utilizaria para distinguir entre un hidrocarburo insaturade y uno
aromdtico?

IX.2. Alcoholes vy fenoles.

Los alcoholes se clasifican en primarios, secundarios y terciarios, segun la es-
tructura del carbono al cual est unido el grupo OH.

Las tres clases de alcoholes pueden diferenciarse por su reactividad frente al
Reactivo de Lucas, o frente al dcido crémico, cuyas generalidades se describen a con-
tinuacion.

a) Ensayo de Lucas

Este reactivo convierte a los alcoholes (solubles en el reactivo), en halogenuros
de alquilo (insolubles en el reactivo), (;por qué?). Por lo tanto, si el ensayo es posi-
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tivo, se observara primero una turbidez, y luego apareceran dos capas liquidas.
El cloruro de zinc asiste a la ruptura heterolitica del enlace C-O, a través de un
mecanismo SN; o SN,, segtn la naturaleza del alcohol reaccionante.

Cr

5, & b, 5, +ZnCl, R' + "ZnCLOH —Cl
R—OH + ClLZn—> R----OQH“C ]S/N» nCORT R
\
SN,
/4, ~ZnCl, 3
-0 L r a1 + “znoHCL

Los alcoholes de mas de 7 carbonos, resultan insolubles en el reactivo (por qué?),
y por lo tanto, este ensayo no resulta aplicable.

b) Oxidacién suave de alcoholes

Los alcoholes primarios y secundarios se oxidan ficilmente con #cido crémico
(CrV1). Los alcoholes terciarios no reaccionan, {por qué?

La reaccién que tiene lugar es la siguiente:

Por lo tanto, la aparicién del color verde, debido a la reduccién del Cr+6 a Cr*3,
indicard que el ensayo de oxidacién es positivo.

3 )C—OH + 2CrO, + 6H' C=0 +2Cr* + 6H,0

rojizo verde

Alcoholes y fenoles contienen un hidrégeno unido a un dtomo muy electrone-
gativo como el oxigeno. La polaridad de la unién OH facilita la separacién del H co-
mo H* y por lo tanto, presentan propiedades dcidas débiles; debido a que el
equilibrio (1) esta desplazado hacia la izquierda.

ROH=— RO™ + H' 1)

La acidez de los alcoholes se demuestra por su reaccién con Na°® metdlico, base
extraordinariamente fuerte, capaz de reaccionar con el H* del alcohol, transforman-
dolo en H, gaseoso (es una reaccién de éxido-reduccién) (2).

2H' + e« —— %H)
2 (Na° ——— Na" + ev)
2H* + 2Na® — H, + 2Na*

(2)

219



Ediciones Zorro Siglo XXl
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

Como el H, gaseoso se elimina, en presencia de sodio metalico el equilibrio aci-
do-base (1) se desplaza hacia la formacién de ion alcéxido (Prmclplo de Le Chate-
lier).

Sin embargo, frente a una base fuerte como el NaOH, los alcoholes no reaccio-
nan, y esto se debe a la incapacidad de desplazar el equilibrio desde el alcohol (4ci-
do débil) hacia el aleéxido (su base fuerte conjugada). -

R—OH-———R-0" + H'

NaOH . Na' + "OH

Se puede concluir, entonces, que la base alcéxido es mas fuerte que la base hidé-
xido y por lo tanto, los alcéxidos se destruyen en presencia de humedad:

R—O° + H,0 » R—OH + HO

base icido deido mis base
fuerte "fuerte” débil conjugada

conjugada "débil"

El fenol (alcohol aromatico) es el tnico suficientemente 4cido, como para dar el
equilibrio 4cido-base con NaOH, sin requerir una reaccién irreversible que acentie
su propiedad de disociacién. jpor qué?

OH o
©f Q +w

NaOH > Na' + "OH

OH 0O—Na"
O™ s mom—— (O "™ 4 o
4cido base sal
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Tabla IX.3. Comparacién entre reactividades de tipos de alcoholes.

Alcohol primario secundario terciario aromatico

Solubilidad
en H,0O

Ensayo
de Lucas

Cr0,/ H,S0,

Oxidacién
y calor

Reaccion
con Na

Reaceién
con NaOH

Indicaciones para completar la Tabla IX.3:

a) Solubilidad en agua: agregue 1 ml de cada alcohol en cada tubo de ensayos
(rotulado) y luego 1 ml de agua en cada uno. Agite fuertemente, observe y anote “si,
no o parcial”.

1) Escriba las formulas de los alcoholes utilizados.
i1) Busque en Tablas las solubilidades en agua de los alcoholes butilicos y del
resto de los compuestos utilizados.

b) Ensayo de Lucas: coloque 1 ml de cada alcohol en cada tubo de ensayos (ro-
tulado), y luego 6 ml de reactivo de Lucas en cada uno. Agite fuertemente y anote
el tiempo al cual aparece turbidez.

1) Indique cudl es la reaccién del Ensayo de Lucas para cada alcohol probado e

indique el nombre IUPAC de reactivos y productos.
i) Discuta si la reaccién transcurre por mecanismo SN; o SN,,.

¢) Oxidacién con Cr04/SOH,: coloque cinco gotas de cada alcohol en cada tu-
bo de ensayo (rotulado) y agregue 1 ml de acetona, luego, agitando, agregue una go-
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ta de la solucién de 4cido crémico-sulfiarico. Observe y anote los cambios observa-
dos. ‘
Pruebe con: ciclohexanol, n-butanol, ¢-butanol, i-pentanol. /'

1) Escriba la reaccién de oxidacién en frio, para cada alcohol, realizada en el punto
c). ‘

ii) {Para qué se agregd acetona? (pruebe sin acetona el ensayo sobre ciclohexanol).

iii) Escriba la reaccién ocurrida.

d) Olor, luego de la oxidacién: utilizando una pinza de madera, sostenga los
tubos de ensayos utilizados en el punto ¢) y caliéntelos suavemente sobre el meche-
ro Bunsen (Precaucién: contenido inflamable). Retire cada tubo de la llama y con
mucho cuidado, huela los vapores que emanan de él. Anote sus observaciones.

1) Formule las reacciones ocurridas.
i) {A qué se debe el olor picante resultante de la oxidacién del i-pentanol?
1ii) jPor qué con n-butanol se huele aroma algo frutal y no irritante?

e) Reaccién con Na°: (Antes de realizar este ensayo, solicite indicaciones sobre
manipulacién del sodio metalico)

En tubos de ensayo rotulados y tomados con pinza de madera, se colocan 2 m} de
cada alcohol. Se agrega entonces, un trocito de sodio (de superficie brillante) cuyas
dimensiones no superen las de un cubo de 2 a 3 mm de lado.

Nota: iNO PRUEBE CON AGUA NI CON FENOL!

1) Formule las reacciones ocurridas.

ii) Ordene los alcoholes por reactividad decresciente.

1ii) Explique por qué reaccionan con distintas velocidades.

iv) {Por qué no debe probar con agua y, mucho menos, con fenol?

f) Reacciones con NaOH: coloque en cada tubo de ensayos rotulado 1 ml de ca-
da alcohol, agregue luego 2 ml de NaOH 5%. Agite, deje reposar, observe y anote si
es soluble o no, y si se calienta el sistema durante la agitacién o no.

1) Justifique las diferencias observadas.

1i) Escriba todas las férmulas de resonancia que justifican la acidez del fenol
frente al resto de los alcoholes. '
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IX. 3 Halogenuros de alquilo y arilo

Los halogenuros de alquilo, similarmente a los alcoholes, se cla/siﬁcan en pri-
marios, secundarios y terciarios.

Un ensayo sencillo que permite detectar la presencia de un halégeno (Br, CI, I),
es el Beilstein.

El ensayo con nitrato de plata alcohdlico, perm1te diferenciar el Giprednchrdso- -
genuro, segin la velocidad con que aparece el precipitado de haluro de plata.

Tabla IX.4. Propiedades quimicas de los halogenuros organicos

Halogenuro

orgénico primario | secundario terciario vinilico aromaético

Beilstein

AgNO,

Indicaciones para completar 1a Tabla IX.4:

a) El test de Beilstein consiste en introducir un alambre de cobre (asegurarse
que la superficie esté limpia) en la solucién en estudio y luego acercarlo a la llama.
Después de ebullir la pelicula de muestra sobre el alambre y quemarse, se forma-
ran compuestos de halégeno-cobre que le dan color verde brillante a la llama.

Los derivados de flior no dan el color mencionado y, ademas hay numerosas in-
terferencias. Por lo tanto, se lo utiliza por su valor negativo, es decir, si no se obser-
va llama verde luminosa, seguro que la muestra no contiene halégeno (Br CLoD,
y si da positivo, puede ser que tenga. :

b) Ensayo del nitrato de plata: Coloque en cada tubo de ensayos rotulado 2 ml
de una solucion de 2% de nitrato de plata en alcohol y 1 6 2 gotas del compuesto. Si
no aparece precipitado a temperatura ambiente, caliente en bafio de agua unos mi-
nutos. Algunos Adcidos organicos dan sales de plata insolubles, entonces, se reco-
mienda agregar 1 gota de HNO, 5% ( la mayoria de las sales de plata de 4cidos or-
ganicos son solubles en acido nitrico).

Precaucién: Si se utiliza 4cido nitrico concentrado puede ocurrir una explosién
violenta.
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El precipitado es blanco, si el halogenuro es cloruro (AgCl), amarillito s/"yes bro-
muro (AgBr) y anaranjado claro si es ioduro (Ag D). ‘

i) ¢Cémo diferencia con este ensayo si el halogenuro es primario, secundario,
terciario, vinilico, alilico o bencilico?

ii) Justifique con el mecanismo la diferente reactividad de los tipos de haloge-
nuros.

IX.4 Aldehidos y cetonas

Los aldehidos y las cetonas son compuestos organicos que presentan un grupo
- carbonilo, como grupo funcional, y por lo tanto, reaccionan en forma similar. La di-
ferencia principal se ve en las variadas velocidades con que reaccionan. Los aldehi-
dos reaccionan, en general, mas rapidamente debido al menor impedimento estéri-
co sobre el grupo carbonilo. A

Hay algunos ensayos de caracterizacién que permiten distinguir entre aldehidos
y cetonas. Los mas conocidos son los tests de Benedict, Fehling y Tollens. Son reac-
tivos de oxidacién, y el agente oxidante es el ion cdprico o el ion plata (en Tollens).

a) La solucién de Benedict contiene ion ciprico en medio basico estabilizado
como complejo con citrato, mientras que en la solucién de Fehling, el ion ciprico
estd estabilizado como tartrato. Ambos presentan inicialmente color azul y se redu-
cen en presencia de aldehidos alifaticos para dar un precipitado rojo de éxido cupro-
S0. '

El aldehido se oxida al acido correspondiente (NOTA: estos ensayos también
dan positivo con o-hidroxicetonas, tales como algunos azdcares, y dan negativos
con aldehidos aromaticos).

)
H

+ Cu* +"0H——» R—CZ0. + Cu,0| + 36,0

azul rojo

R—CZ

b) El test de Tollens consiste en una solucién amoniacal de 6xido de plata (el
ion plata permanece en solucién como complejo amoniacal) Ag(NHg)",. En presen-
cia de un aldehido, se reduce el ion plata a plata metalica, formandose un espejo de
plata si la superficie interna del tubo de ensayos utilizado estd bien limpia (si no,
se observa un precipitado negro de plata pulverizada).

O | Ag(NH),” + H,0 ——> R—20

R— Cé ~O-

+ Ag°| + 2NH,
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El ensayo da positivo tanto para aldehidos alifdticos como aromaticos (Nota: al-
gunos alcoholes de fidcil oxidacion pueden ser interferencia de este ensayo).

Precaucion: las soluciones amoniacales de sales de plata no deben guardarse por
mucho tiempo, porque se forman compuestos plata-nitrégeno explosivos.

c) El ensayo del Iodoformo permite diferenciar metil-cetonas de otras cetonas
que tienen grupos alquilos de mds de un carbono R-CO-R’ con R 6 R’ # de CH,). Es
una reaccién de oxidacién de la cetona al acido, con pérdida del grupo metilo como
I,CH (iodoformo). Este trihalogenuro del metano es un sélido, de color amarillento,
y su aparicién como precipitado es la sefial del ensayo afirmativo.

El acetaldehido es el tnico aldehido que puede interferir en este ensayo (;por
qué?). También el etanol e isopropanol son alcoholes que interfieren ya que dan po-
sitivo el ensayo del iodoformo.

0

]
R—C—CH, + I;OH——R-CZ0 + LCH|

d) Ensayo de Bisulfito: da idea del impedimento estérico que rodea al grupo
carbonilo. El grupo carbonilico sufre la adicién de un grupo SO3H'Na* voluminoso,
que sblo ocurre si no existe impedimento estérico. Este ensayo da positivo con los
aldehidos y las cetonas que tengan un grupo metilo 0 que sean ciclicas.

| SO;Na*
R=H 6 CH,  R—C{gy + SOHNa —<— > R—C-R' |
0-H

El compuesto de adicién de bisulfito es insoluble en el medio de reccién y preci-
pita. Dado que la reaccion es reversible se lo emplea, en ocasiones para separar (pu-
rificar) un compuesto carbonilico dado, de una mezcla que resultaria dificil de tra-
tar por otros métodos separativos.
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Tabla IX.5. Propiedades quimicas de los compuestos carbonilicos.

Compuesto aldehido aldehido
X cetona cprp- L.
carbonilico alifatico aromatico

Solubilidad en H,0

Fehling

Tollens

Iodoformo

Bisulfito

2,4- dinitrofe-
nilhidrazina,

Indicaciones para conipletar la Tabla IX.5

a) Solubilidad en agua: agregue una gotas del compuesto carbonilico en un tu-
bo de ensayos que contiene 1 ml de agua. Agite bien, observe y anote.

1) Busque en literatura los datos de solubilidad de cada compuesto carbonilico en
agua.

b) Ensayo de Fehling: coloque cuatro gotas de cada compuesto carbonilico en
tubos de ensayos separados (y rotulados), a los que debera agregar 5 ml de agua y
5 ml de solucién de Fehling. Coloque los tubos de ensayo en un bafio de agua hir-
viendo durante 10 minutos. Observe y anote.

¢) Ensayo de Tollens: coloque 2 ml de solucién de nitrato de plata y una gota
de NaOH 10% en cada uno de los tubos de ensayos (bien limpios). Luego con buena
agitacién, agregue gota a gota solucién de hidréxido de amonio 6M, hasta disolucién
del precipitado de 6xido de plata (no agregue exceso). Luego agregue 5 6 6 gotas del
compuesto carbonilico. Deje reposar cada tubo 10 a 15 minutos. Observe y anote.

ii) Escriba los productos de oxidacién que da cada compuesto carbonilico utili-
zado con los ensayo de Fehling y Tollens. Nombre los productos de oxidacién.

iii) Pruebe los ensayo de Fehling y Tollens con isopropanol y etanol. Justifique
las observaciones.
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d) Ensayo del iodoformo

Disolver 0,1 g 6 5 gotas del compuesto en 2 ml de agua. Si es insoluble, agregue
suficiente cantidad de dioxano como para producir una solucién homogénea. Agre- -
gue 2 ml de NaOH 5% y luego el reactivo de I,-IK*, gota a gota, y agitando hasta
que persista el color marrén del iodo. Déjelo reposar unos minutos, si no precipita
el iodoformo a temperatura ambiente, entibie el tubo en bafio de agua a 60°C. Si de-
saparecié el color, agregue gotas del reactivo hasta que el color oscuro no se desva-
nezea, ain después de 2 minutios de calentamiento a 60°C.

Destruya el exceso de I, agregando algunas gotas de NaOH diluido. Agregue lue-
go igual volumen de agua y deje reposar 10 minutos. El ensayo sera positivo s1 se
formé precipitado amarillo de iodoformo (se puede filtrar y tomar el PF= 120°C)

* El reactivo I,-IK, se prepara disolviendo 20 g de IK y 10 g de Todo en 100 ml
de agua.

1) Formule las reacciones realizadas.

2) ;Por qué utiliza dioxano y no etanol? Pruebe el ensayo con etanol.

3) ;Por qué es necesario agregar més reactivo, una vez que se decoloré la solucién?
4) ;Por qué no usa una solucién de I,, en vez de I,-IK? '

5) ¢Por qué destruye el I, con NaOH?

e) Ensayo del Bisulfito

En un tubo de ensayos coloque 0,1 g 6 5 gotas del compuesto y 2 6 3 ml de solu-
cién de bisulfito de sodio en alcohol-agua..Agite bien. Déjelo luego repasar 30’ con
agitacién ocasional. Observe luego, la formacién de precipitado.

i) Formule las reacciones realizadas.
ii) ;Cémo recuperaria el compuesto carbonilico de partida?

f) 2,4-dinitrofenilhidrazonas: Se prepara una solucién con 0,04 g de 2,4-dini-
trofenilhidrazina, 0,2 ml de dcido sulfiirico concentrado, y se agregan gota a gota 0,3
ml de agua con agitacién, hasta disolucién total. A esta solucién caliente se le agre-
ga 1 ml de etanol 95%.

Se prepara una solucién con 0,05 g compuesto carbonilice en 2 ml de etanol 95%.
Se adiciona la solucién de 2 ,4-dinitrofenilhidrazina recién preparada. La mezcla se
deja reposar a temperatura ambiente 5 6 10 minutos.

El derivado formado se suele recristalizar de etanol.

Determine su PF caracteristico.

i) Formule la estructura de una 2,4-dinitrofenilhidrazona.
ii) Esquematice el mecanismo de formacién de hidrazonas.
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IX. 5. Acidos, esteres y cloruros de dcido

Acidos

Los 4cidos carboxilicos contienen uno o mds carboxilos (-COOH) como grupo fun-
cional. Dan reaccién 4cida al tornasol en soluciones acuosas, debido a la posibilidad
de disociarse en protén y grupo carboxilato:

)

0 +HEO0 —> r-c20

R-CZ Zo- +HO

Esta caracteristica les permite reaccionar con bases para dar las sales correspon-
dientes. Esta reaccién se denomina neutralizacién.

CIH + NaOH » Na'Cl” + HOH (R= cadena carbonada. Si su
longitud es la de un 4cido

R-CZQ ., + NaOH ———» R—CZQ.y,. + HOH Frysol sal de sodio ex un

Esteres

Los ésteres son derivados de los dcidos carboxilicos que se obtienen por reaccion
(reversible) con un alcohol y pérdida de agua (esterificacidn).

) |
R-CZ0. + R—OH+—— R-CZ0g + HO

Una caracteristica de los ésteres es su aroma agradable responsable de la fra-
gancia de muchos frutos y flores. :

Cloruros de acido

Los cloruros de 4cido son derivados de dcidos carboxilicos (reemplazo del grupo
OH por Cl). Son sumamente reactivos, la hidrdlisis de los mismos (descomposicién
por accién del agua) se trata de evitar cuando se los utiliza en sintesis o durante su
almacenamiento.
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+ HO—— R-CZ

)

og*t ClH

Dada su reactividad son mejores precursores que los acidos en sintesis de éste-
res y amidas.

Tabla IX.6. Propiedades quimicas de 4cidos y derivados de acidos.

CO_HNa Ensayo de- Caracteristicas
Compuesto | Olor | Solubilidad | o NaOH dcidos AgNO.] Espectros-
en H,0 R hidroxdmicos cépicas
Ac. Acético

Ac. Benzoico

Fenol

Acetato
de Etilo

Cloruro de
Benzoilo

Tiempo 1: Tiempo transcurrido antes de que se desprénd—a CO,

Tiempo 2: Tiempo durante el que desprende CO,

Indicaciones para completar la Tabla IX.6

a) Olor: registre cuidadosamente la sensacién olfativa de cada producto, clasifi-
quela en “agradable, desagradable y picante”.

1) ¢ Por qué el cloruro de dcido da olor picante?

b) Solubilidad en agua: compare las solubilidades de los compuestos agregan-
do en cada tubo de ensayos rotulado, 1 ml de agua y 2 gotas o una puntita de esp4-
tula de muestra. Antes de observar agite bien cada tubo. Tome el pH en cada tubo.
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i) ,Por qué hay diferencias entre el idcido acético y el acido benzoico?

ii) ;Hay diferencias entre el benzoico y el fenol?

iii) ¢ Por qué hay diferencias en el pH logrado por cada sustancia?

iv) ;Qué es el sélido blanco que impurifica la botella de cloruro de benzoilo?
¢Coémo lo eliminaria?

c) Evolucion de CO,: disuelva 5 6 6 gotas de dcido acético en 4 ml de agua. En
un segundo tubo disuelva 0,2 g de acido benzoico en 2 ml de etanol y 2 ml de agua.
Agregue 5 gotas de solucion de CO;HNa saturado en cada tubo. Registre cudnto
tiempo pasa antes de que empiece el desprendmuento de CO, y durante cuénto
tiempo ocurre en cada tubo.

1) {Por qué hay diferencias entre el dcido alifatico y el aromatico?

11) jHay diferencias entre el dcido benzoico y el fenol?

d) Disolucién en NaOH: Compare las solubilidades agregando en cada tubo de
ensayos rotulado 1 ml de NaOH 5% y 2 gotas o una punta de espdtula de la mues-
tra. Agite antes de observar.

i) {Existen diferencias con la solubilidad en CO;HNa?

ii) {Por qué no se desprende CO,?

iii) ;Alguna reaccién fue exotérmica?

e) Ensayo de los acidos hidroxamicos: este ensayo es caracteristico de éste-
res, anhidridos, cloruros de 4cido y amidas primarias.

En tubos de ensayo rotulados mezcle unas gotas o una punta de espatula de ca-
da muestra con 1 ml de clorhidrato de hidroxilamina en etanol 95% y agregue 0,2
ml de NaOH 6N. Caliente el tubo y luego deje enfriar a temperatura ambiente,
agregue 2 ml de CI1H 1N.

Si la solucién se enturbia, agregue 2 ml de etanol 95%. Observe el color que apa-
rece al agregar una gota de cloruro férrico 5%. Si el color no pers1ste agregue unas
gotas mas.

Compare este color con un tubo testigo de cada muestra, preparado de la si-
guiente forma:

Disuelva unas gotas o unos cristalitos de la muestra en 1 ml de etanol 95%, y
agregue 1 ml de CIH 1N.

Observe el color que aparece cuando agrega unas gotas de cloruro férrico 5%.

1) {Qué ocurre si hace el tubo testigo con el fenol?

ii) ;Por qué supone que como rutina se hace un testigo antes del ensayo, cuando
se trata de una muestra incognita?

iii) Formule las reacciones ocurridas.
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/
f) Ensayo del nitrato de plata: se basa en la visualizacién del precipitado de
halogenuro de plata, tal como el realizado para halogenuros de alquilo.
i) ¢ Por qué la reaccién es tan rapida?

IX. 6 Compuestos Nitrogenados: amidas, aminas y aminodcidos.

Amidas

Las amidas son derivados de los dcidos carboxilicos y el amoniaco (o las aminas).

20

Zog + NH, ——> r—c20

+ H,0

La unién amidica es la unién peptidica de las proteinas (proteina= sucesion de
amino4cidos encadenados= unién amidica de “amino” “acidos”).

El enlace amidico es mds resistente a hidrélisis que la unién éster,

Aminas

Las aminas, al igual que los alcoholes y los halogenuros de alquilo pueden dis-
tinguirse en primarias, secundarias y terciarias.

Todas forman uniones puente hidrégeno con agua y, por esto, las aminas de ba-
jo peso molecular son solubles en agua (hasta 6 carbonos). También se clasifican en
alifdticas o aromaticas, estas dltimas son menos reactivas.

Las aminas son bésicas. Como el amoniaco, pueden compartir el par de electro-
nes libres disponibles en el nitrégeno. En la reaccion de neutralizacién con un aci-
do se forma la correspondiente sal de amonio.

Estas sales son solubles en agua:

cr
R‘—I?I—R + Crat——— R'—l}f—R

R" . Rll

La deteccién de N en una muestra se realiza mediante el ensayo de Lassaigne.

231



Ediciones Zorro Siglo XXl
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

T

Tubla IX.7. Propiedades quimicas de compuestos nitrogenados.

Solubilidad en | Solubilidad en Lassaigne Ensayo

Compuesto H,0 “CIH (diluido) | (deteccién de N) | de Hinsberg

Amina
primaria

Amina
secundaria

N, N-
dimetilanilina

Indicaciones para completar la Tabla IX.7

a) Solubilidad en agua: eoloque en distintos tubes de ensayo previamente ro-
tulados 5 gotas o una punta de espatula de la muestra, y 2 ml de agua.
Agite y observe. Registre el olor caracteristico de cada muestra. Tome el pH.

1) ¢A qué se deben las diferencias de solubilidad observadas?
11) {Por qué la N,N-dimetilanilina es menos soluble y menos bésica que la N,N-
dimetilamina? '

b) Solubilidad en CIH: cologque en los tubos de ensayo utilizados en el ensayo
a) CIH concentrado gota a gota hasta pH 4cido. Observe.

1) (A qué se deben los cambios observados en la solubilidad?
i) ;Qué ocurre al agregar mas ClH (¢) altubo de N,N-dimetilanilina?

c) Ensayo de Lassaigne: tome con una pinza de madera un tubo de ensayos Py-
rex, pequefio. Coloque un trocito de Na® limpio (aproximadamente un cubo de 4 mm
de lado) y caliente a llama directa hasta que los vapores de sodio se eleven unos 4-
5 cm dentro del tubo. Agregue entonces unas gotas de la muestra (Precaucion: clo-
roformo, C1,C, nitroalcanos, azocompuestos y otros, pueden dar explosiones).

Luego caliente el tubo un minuto al rojo. Deje enfriar.

Agregue, entonces 3 6 4 ml de metanol para descomponer el sodio que no reacciong.
Luego llene el tubo con agua hasta la mitad y caliente a ebullicién suave unos mi-
nutos. Filtre y use el filtrado limpido para detectar N.
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i) ;Qué elementos puede detectar a partir de este ensayo?
ii) ;Bajo forma de qué anién detecta cada elemento?
iii) ;Qué interferencias puede haber?

d) Ensayo para deteccion de compuestos nitrogenados: vierta 2-3 ml del li-
quido de fusién filtrado en un tubo que contiene 0,1-0,3 g de cristales de sulfato fe-
rroso. Caliente la mezcla suavemente y agite hasta que llegue a ebullicién. Enton-
ces, sin enfriar, agregue suficiente cantidad de H,S0, diluido como para disolver el
hidréxido de hierro, y lleve a pH 4cido. Agregue unas gotas de Cl;Fe 5% y observe
el azul de Prusia formado.

Formule las reacciones ocurridas.

e) Ensayo de Hinsberg (diferenciacién entre aminas primarias, secundarias y
terciarias).

Se colocan en un tubo de ensayos 50 mg (6 2 gotitas) de sustancia, se agregan 5
gotas de cloruro de benceno sulfonilo y 4 ml de hidréxido de sodio 10%. Se agita la
suspensién durante 3-5, se afiade 4cido clorhidrico 6 N gota a gota hasta acidez. Si
hay precipitado, lo cual indica la presencia de una amina primaria o secundaria, se
filtra y se lava con agua caliente. _

Los clorhidratos de algunas aminas pueden precipitar en estas condiciones, pe-
ro el precipitado desaparece al lavar con agua caliente.

Si no hay formacién de precipitado la amina es terciaria.

E] precipitado se suspende en 2 ml de agua, se agregan 2 lentejas de hidréxido
de potasio y se calienta suavemente. '

En caso de una amina primaria, el precipitado se disuelve, si la amina fuera se-
cundaria no se observa disolucién.

Las bencenosulfoamidas de aminas primarias superiores y de ciclo alquilaminas
primarias de mds de 5 dtomos de carbono en el ciclo, pueden no ser solubles en hi-
dréxido de potasio.

i) Formule las reacciones para el ensayo de Hisberg con aminas primarias, se-
cundarias y terciarias.

Aminodcidos

Los amino4cidos son los monémeros que constituyen a las proteinas. El grupo
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amino se encuentra en el carbono o al carboxilo. Los aminodcidos naturales, perte-
necen a la serie L.

R
(H,N-—('Iz—-coom
H

Para detectar aminodcidos, ya sea en fracciones de cromatografia de particion,
de filtracién por geles moleculares, de intercambio idnico, etc., se utiliza una reac-
cion colorimétrica muy sensible: la de ninhidrina.

Reaccion con ninhidrina: se utilizan 2 m del aminozcido y 1 ml de solucion
de 0,2 g de ninhidrina monohidrato en 50 ml de agua

. 0 0
OH*~ 0
0

o N 0

cetoimina
T

| 0=C—R

) o 0

Os NIENG oG
0 / 0O O
ninhidrina plrpura

Reaccién con NH,OH: los aminoacidos sueltos y las proteinas como tales dan
reaccion colorimétrica con el ién Cu, en forma similar al hidréxido de amonio. Es-

234



Ediciones Zorro Siglo XXl
“Porqué pagar por lo que se puede conseguir gratis”

tas reacciones son el fundamento del método de Biuret y Lowry para dosaje de pro-
teinas:

2Cu* + SO,” + 2NH,OH ¥——— S0,Cu,(OH), + 2NH,’

SOCu,(OH), +8NH, _ | 2Cu(NH,)* + SO,” + 20H"
tetraaminctiprico

Reaccién de Biuret
0,2 ml de solucién diluida de proteina o aminoacidos
0,1 ml de SO,Cu, 5 Hy0 al 1%
0,9 ml de NaOH 10%

Esta reaccién no es muy sensible y, a veces, no resulta el color proporcional a la
concentracién, dependiendo de la existencia de grupos que interfieren.

Reaccion de Lowry
0,2 ml de solucién diluida de proteina o aminodcidos
0,1 m! de SO,Cu. 5 HyO al 0.25%
0,9 ml de 20% de CO3Na; en NaOH 0.1 N,

Dejar reposar 10 minutos y luego agregar (muy rapido y con muy buena agita-
cién) 0,10 ml de reactivo de Folin (4cido fosfomolibdico y fenol a pH: 9) y se deja co-
mo minimo 30 min.

Cuando se agrega el reactivo de Folin a la proteina tratada con cobre se desarro-
lla maximo color si el pH es de 10. El molibdeno se reduce parcialmente al estado
de “azul de molibdeno”, que es una coexistencia de Mo®* y Mo5+. E1 CO4%, da el me-
dio buffer necesario a pH 10, pero el acido fosfomolibdico se disocia en dicho medio
y ya no reacciona. Es por este motivo que el agregado y la agitacion son vitales.

Esta reaccion es la mas sensible desarrollada (detecta hasta 5 y) y en general, el
color desarrollado es proporcional a la concentracion de la solucién de proteinas o
aminodacidos.
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