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OBJETIVO

Este reporte tiene por objeto presentar los avances
que se han tenido en la instrumentacién en la técnica de -
CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA, 1las ventajas de ellos y se
<alar que un instrumento automético no solo ahorra trabajo
y tiempo al quimico, sino que muchas veces analisis que
no son posibles con equipos sencillos dan resultados mucho
m&s satisfactorios con iustrumentos mis completos.

Las ilustraciones fueron obtenidas por cortesfa de
las citadas compafdias, Debido a la gran variedad del equi
po y manufacturas de los productos, este reporte se ve 1i-
mitado a aquelloeé que presentan los més recientes avances.

La mencién de una compafifa en particular no deberh
interpretarse como una recomendacibén, asfmismo el hecho de
que no se mencionen otras marcas no quiere decir que &stas
no sean recomendables.
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CAPITULO I

PRINCIPIOS

DEFINICION = La Cromatograffa puede definirse como
una técnica de separacifn analitica efectuada en un siste-
ma formado por tres componentes : Una fase mbévil, una fase
estacionaria y la sustancia a ser separada. (1)

La Cromatografia en capa delgada en particular, se
define como un método de separacibn fisicoquimica donde la
mezcla en solucibn es transportada por un solverte sobre u
na capa delgada de adsorbente., Durante el arrastre los com
ponentes que constituyen la mezcla quedan retenidos a dife
rentes distancias. (2)

PRIRCIPIOS : Durante la separaciém cromatogréfica,
las distintas molé&culas que forman la mezcla son arrastra-
das sobre el adsorbente o fase estacionaria por el solven-
te o fase mbfvil a diferentes velocidades dando como resul-
tado zonas bien definidas y separadas entre si,

Los fenémenos que intervienen durante el desarrollo
son : Los fenémenos de adsorcibdn, de particibn y en algu--
nos casos intercambio idnico, al predominar uno u otro ti-
vo se clasifica la Cromatografia en

a)._ Cromatografia de adsorcibn
b)._ Cromatografia de particién
c)._ Cromatografia de intercambio iénico

Zn cualquiera de los casos, el grado de separacién
depende de cuatro propiedades del sistema :

- Velocidad de flujo del solvente
- 50lubilidad de las sustancias

- Penbmenos de adsorcibén

- Fenbmenos de particién

(v)



2 velocidad A2 fluio del cdolvente es izual yara to”os
1os csmnuestos prrsentes, denende solo del roder de elucifin-
iel solvente y de la aaturalezna d:1 adsorhente,

l.a solu”ilidad Ade 1lc~ coaponcntes =n el =olveat. »s u-
no de 1o« factores que intarvica~n ~n la =zeraraci’n. 71 un -
compue~to =s muy csluble en el solvente se d-snlavara "é“iﬂg
mante y apareceri en la rarte gunerior isl cromnantograma cor-
ca Jel frente del snlveate, y o1 »or el coatraric rs relati-
vamente insoluble se quedarid cercz de la aplicaci%a v la -
muestra,

El fen’meno “e rarti-ién con-istz on el re-zrto de un-
compu~sto entre dos solventes que no son miscibles, revar --
tiszndose de acuerdo =2 su solubi'ilad =n cada un- ‘e ello-. -
En una separacidn cromato-rifica use efectla un rran n‘=zro -
sucesivo de repartos.

Por =2dsorcidn sc¢ entienle flsicam-nte, el feadm-mo la-
enriquecimiento de una =ustaizia za-=27sa » en = lucidn sobre
12 zurerficie 1imite de una fase, nor e’emplo so®re la cuncr
ficie d4e in =81lido. En ~=te ti-> do Cromatozraffa 'a fase es
tacionaria es un c®lido y s0lo =e tiene un ~istema de solven

tes. (3)
CROMATOGRAFIA DI ADSORCION,

En Cromatosrafia de adsorcién, el nro~neso de adsorcién
ce completa cua~do existe un equilibrio que derende 4o la -
temneratura, concentracibén v 1o la Presi’~n n 21 caso de los
sases. En Cromato3raff{a de ca-a delgada el nroc~so se nuede-
ccnsiderar a temoeratura constante. Fl proc2so de adsorcifn-
== renrcscnta mediante una isoterma de adsorcibn, aue es la-
curva obtenida al gra‘car la concrniracifn 2n 1la fase esta-
ciinnaria 7s. la concentracidén en 1a fase mfvil

£
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La curva presenta un tramo lineal a bajas concentra-
ciones. En esta zona el coeficiente de adsorcién permane-
ce constante,

(Ee, 1) & = K

c
3
donde CA y C_ son las concentraciones en el adsorbente y
en el solvente respectivamente, y K significa el
coeficiente de adsorcibn.

La sustancia en cu stién se desplaza una distancia
que depsnde de la inclinacibén de la curva de adsorciébn.
El proceso total est4 fundado en un cambio de adsorcién y
desorcién, Si la curva estid préxima al eje de las absci--
sas, el desplazamientc de la sustancia es rfpido, si se a-
proxima al eje de las ordenadas, entonces la sustancia se
desplazaréd lentamente y juedaré cerca del lugar de la apli
cacidn.

Cada adsorbente tiene una determinada capacided de ad
sorcidén, Con cantidades de muestra supcriores al 1limite
de adsorcién se obtienen manchas alargadas en direccién al
origen. Esta formacién de "cola" es menor cuanto menos
sustancia se aplica,

En este tipo de Cromatograffa, las diversas sustancia
del sistema comnriten por lo: sitios de adsorcibdn, por eso -
aqui las v:locidades de desplazamizato dependen mucho mis -
de las impurezas mls comunes es5 el agua porque &-ta ocupa -
los sitios de adsorcibn, por tal razén las placas usadas @
ber&n calentarse a 100-110 "C para eliminar '1 agua. A es-
te proceso se le llama "Actiracién'.

Entre mayor sea el grado de actividad 4del adsorbente -
mayor serid su noler de adsorcibédn. En alzun-s casos en 'o0s
cuales es necesario un determinado grado dez actividad, la
capa de adsorbente s: pone en contacto con vapores de azen
tes deshidratantes como 1 &ciio sulfirico. (4)

La Cromatografia de adsnrcién es espscialm=nte fitil pa
ra las scparaciones de la mayorfa de los compu:stos de natu
raleza lipo "flica, :omo por ejemplo: Aceites esenciales, E
cidos graso:, antioxidantes, aldeh{ :ios aromiti os, coloran=-
tes compu=stos heterocf{clicos oxijenados, comouestos orgéni
cos sulfurados, -steroi es, fenoles, mezclas de 1l{piios del
suero, glicéri os, trislicéri os, fosfolfpiaos nuclebti-ios?
al juno- pesticidas fo :forados, vitaminas lirocolubles, etc.
(5,9)

3
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CROMATOGRAFIA DE PARTICION.

En Cromatograffia de particién predomina fundamentalmen
te el fenbmeno de reparto, las fases m8vil y estacionaria
estAn constitufdas por dos sistemas de solventes. En este
caso el s5lido adherido a la placa de vidrio funciona dnica
mente como medio de sostén a la fasae estacionaria que gene--
ralmente es un 1fquido pnlar. Cuando la fase estacionaria
es un sclvente no-polar como por ejemplo una parafina, la
Cromatograffa se denomina '"de particiém de fase inversa &
invertida".

Bl equilibrio de reparto de un compuesto esth determi-
nado por la ecuacién de Nernst, la cual establece que

Q

(Ec.Z) —1 = &

2

Q

donde : C, ¥y C, son las concentraciones de reparto en las
dos fases y < es una constante 6 coeficiente de reparto,
del cual depende la-velocidad de desplazamiento.(4)

Por Cromatografia de reparto suelen separarse un gran
nfimero de compuestos hidrofflicos como por ejemplo : Acidos
carboxflicos, alcoholes, aminas alifdticas, amino&cidos ¥
derivados, analgésicos, antibibdticos, carbohidratos mono y
disacéridos,algunos esteroides, nuclebtidos y oligonuclebti
dos, vitaminas hidrosolubles, etc. (5, 9)

Para la seleccibn de adsorbentes v solventes, o sea
del tipo de ~“romatografia para una separacién en particular
es importante tomar en cuenta las propiedades mis sobresa--
lientes de la mezcla a separar.

CONSIDERACICNES AZERCA DE LA MUESTRA.

lLas sustancias adsorbidas o adsorbatos, se ligan a la
superficie del adsorbente por medio de fuerzas electrostiti
cas, En el adsorbente, la red cristalina se encuentra uni-
da también por fuerzas electrostiticas, las cnales actfan
en parte hacia afuera constituyendo asi{ los sitios activos
de adsorcién. Por lo tanto, la polaridad de las moléculas
determinan la afinidad del adsorbente por los compuestos,

La afinidad del adsorbente por los compuestos aumenta
en el siguiente orden

Compuestos con doble ligadura, halogenados, cetonas, ..
ésteres, aminas, aminohcidos, 8&teres, alcoholes, Acidos -
carboxflicos, etc.

(4)



N manern aue 105 hidrocarburos saturadoe son pnco 2
nara adsorbidns, “um=ntando su afinidad con 1~ introduc --
ci“n do enlac s dobles, tanto mi= cuanto mayor es ~1 nfime-
ro Jde*ido a ~ue aumsnta la2 fa~ultad 4de nol-arizacidn.

Tn una molfcula con v-~rios 7rupos fun-:ionales, cada-
Trunn hace su rroria contribucién a la afinidad total, ~un
que la ma.nitud 4~ la contribu~ién denend-rid de las nosi--
ciones de los ~runos. Asi, si los zrupc:z estan al~’ados, -
la contribucidn de un Zrunc menos polar no pro-ucira una -
dif-rencia avnrsciable en la afinida<d de la molécula por el
ausorbente. Si los grupos a2stln cerca entre si, 1a afini-
iad de 1a moldcula seri izual a la sura de las contribucio
nes indivi-luales.

Adem%- de la nnlarida’ de la molécula, son importan-
tes el re=c molecular y la distribucibébn zeom®trica 2n el -
esnacio. Cambios »n el neso molec:lar afectan muy poco -
1a a'inida’ del compue<to por <1 ads.rbente, p2ro si tiene
una ~ran influsncia en la solubilidad de las moléculas en-
21 solvente. Por otra parte, cambios 'n la distribucibdn -
seométrica si afecta la afinidad de adsorcibn, porque el -
nroceso de adsorcidén que involucra el empacado de molécu -
las sobre la superficie del adsorbente es una cuestibn de-
zeometria.

De acuerdo con lo anterior y dentro de ciertos 1{mi-
tes es posible predecir qué adsorbentes y medios de elu --
cibén son adecuados para la separacibén de una determinada -
sustancia.

Generalmente si se utiliza un adsorbente fuerte (muy

activo) se requiere un eluyente de fuerte poder de elucién
y viceversa,

Aunque el nfimero de adsorbentes es relativamente 11-
ritado, as posible obtener diferentes zrados de adsorcién-
con un tratamientn orevio adecuado. Por otra parte, existe
un gran nfimero de medios de elucidn que son usados. (6)

CONSIDZRACIONTS ACERCA DEL ADSORRENTE.

Fn Cromatografia en capa delgada nuede usarse cual--
qilier adsorbente de los usados =n Cromatograffa de columna
rero con tamafos de particula mucho menores,

Los adsorbentes mas comunes sén: La silicagel o aci

do silicfco, 6xido de aluminio o alGnina, kieselzuhr, celu
los~, alrunos otros menos usa'os com? los -olvos de poliami

(5)



da, polvos de intercambio iénico, florisil, sulfato de cal
cio, polietileno, hidroxilapatita, sephadex, y otros.

Los adsorbentes algunas veces se usan puros, pero ge=-
neralmente se usan combinados con distintos materiales que
actfian como aglutinantes, para alterar las propiedades f{-
sicas y quimicas de los adsorbentesycomo 1llenadores, visua
lizadores, etc,

La silicagel probablemente es el adsorbente mhs usado
tanto para Cromatograffa de adsorecién, de particién y de
la fase reversible, puede usarse en cualquiera de las si--
gulentes variedades : sflicagel con aglutinante, con agen
tes fluorescentes, acidificada, bfsica o bien conteniendo
agentes complejantes.

La alfimina se usa generalmente para la separacibn de
mezclas no polares b&sicas o neutras. Por ejemplo, terpe-
nos, alcaloides, esteroides, etc. Y al igual que la sfli-
casel pueden usarse diferentes modificaciones.

El Kiéselguhr adsorbe mhs débilmente que la sflicagel
Y que la alfimina, es apropiado para separaciones de meZ---
clas polares, especialmenie para mezclas de azficares y de
&cidos carbox{licos fenblicos.

La celulosa se usa principalmente como soporte para
la fase estacionaria lifquida. Existen varias clases de -
polvos de celulosa usadas como intercambiadores de iones.

El sephadex o dextran gel es un polimero preparado -
con residuos de glucosa. Se usa para separar sustancias
de acuerdo a su reso molecular, por un m&todo mejor conoci
do como Cromatograffia en gel. Existen diferentes tipos de
sephadex dependiendo de la cantidad de agua que son capae-
ces de absorber para obtener un grado de esponjamiento ade
cuado en la separaci’n de compuestos de diferentes pesos
moleculares. (3)

CONSIDERACIONES ACERCA DEL SOLVENTE .

El nfimero de solventes que se pueden ugar en Cromato-
graffa en capa delgada es muy grande comparada con la can-
tidad de adsorbentes existentes.

El tipo de solvente usado depender& primeramente del
tipo de Cromatograffa y por suvuesto de la naturaleza de -
la muestra a separar. En Cromatografifa de adsorcibn sblo
la fase mbévil es un solvente y su poder de elucidn sigue
normalmente las series elutrbvicas que se mencionan con =

(6)



fas*tante ‘recusncia ~n 1z literatura. T.a Cromatogr-fia de-

articién requicre dos tirnos de solvintes inmiscibles en -
tra sf, n lo: cusles la mue:tra tendrd coeficientrs de -
p.rti-"%An zonveniente~, norm:lment~s l1a fase e-taclonaria -
es n 14~11i0 -olar y la farze mbdvil un solvente no »olar.-
E
=}

n 1a Cromatozraffia d= fase inversa, la fase estacionaria-
s un sulvonte no nolar y la fase mbvil uno n»olar.

En algun~s casos, la mezcla de dos o tres solventes-
de diforentes rolaridad da a menudo una mejor separacibén -
que alzunos solventes puros. Existen también series alutrf
~ricas de mezclas de solventes. (3, 4, 7)

TECNICA 3ENERAL,
La técnica puede resumirse en los si:uientes pasos:-

.- Prenaracién de las cromatoplacas.
.- Aplicacién de la muestra.

.- Desarrollo de la Cromatografia,
.- Identificacibn cualitativa.

.- Evaluacibén cuantitativa.

1.- FREPARACION DE LAS ZRCMATOPLACAS.

En esta técnica se usan cromatoplacas de 20 x 20 cm,
12 x 20 cm v en algsunas ocasiones de 5 x 10 cm., hechas de
un adsorbente finamente dividido como la sflicagel, alfimi-
na, c=lulosa, tierra de diatoméas o kieselguhr, senhadex,-
etc,

Zn un vaso de precipitaios se mezcla el material ad-
sorbente con ajua destilada u >tra solucién, haszta obtener
una pasta de consistencia de atole espeso, mezclando con -
suavidad rara evitar la formaciédn de burbujas. La relacién
adsorhente ajua vicne especificada en el producto comer --
cial rmodificandose 1i-eramente con disminuciédn o adicibébn -
de azua hasta obtener la consistz=ncia adecuada. R4ipidamen-
Lo se coloca la vasta en el recipiente del equino nara vpre
varar las cromatonlacas.

La cana de adsorbente debe ser uniforme sin irregula
ridades que »rovoauen distorsiones en las separaciones, -
(si no salen nerfectas no Jdeben ucarse, se lavan las pla -
cas de vidrio) y se colocan sobre una superficie perfecta-
mente horizontal. ©s recomendable dejarlas reposar 12 ''rs,

Antes “Je usarse, las nlacas sc dreacondi~ionan, sesto
nuede consistir en la activaciédn por calentamiento directo
en una estufa durante un tiempo determinado, o bien se co-
locan las »lacas en contactos con vapores 4- arentes deshi
dratantez o con =lgln solvente o so0lucibn.

7



Por Gltimo, es recomendable rocortar dos cm. Je adsor-
bhenta rr la arte curerior de 1a =laca y un ca. en cadn la‘ls
con 21 ohjoto de fraci'itar su meanajo, Acto hezerln con 12 -
auda de una r-gla y una ~snitula.

2.- APTICACICN "F LA MUTSTRA,

Se coloca la cromatonlaca pre-arada, activada o no ac-
tivata, sobre una znfa 3e an’icacibdn que permite espaciar y
cclocar p-rfectamente las mue-tras.

Sin excepcibn. Las muestras “eben aplicarse en =nlu --
cién a concentraciones comprendidas entre .1, 1 o 5% del -
comnuecto, de acuerdo non el tino de sustazcia a separar.

Tl volumen de muestr- a arlicar puece ser desde H,% -
hacta 5 ml cuidando aue el tamaio de la mancha de la arlica-
cidén no sea mayor de 7,5 cm. con lo nue se asezura 7onas com
pactas y mejores separaciones.

La cantidad de compuesto que ~uede ser separado difie-
re en cada caso, depende sobre todo del medio de adsorcibn,-
tama®o de la nlaca, su grosor, la facilidad de separacién y
del tino de Cromatozrafia. En trabajJos prenarativo:s se nue -
den senarar cantidades entre 10%170 mg. en un cromatograma -
individual.

Fn realidad, 1la manera m%s fAcil y precisa ‘e determi-
nar la cantidad ’e mu:stra que ‘vebe ser anlicada, ce obtiene
ror exoerimentacién con los com-onentes 2n cuesti’n. Cada -
componente de una mezcla debrri ser investigado a varias -
concentraciones.

J.a cantidad de muecira debe ser lo suficientemente --
r-ande para ser vi ualizada sin dificultad y mostrar trazas-

d> impurezas, y 10 suficientemente =nequefa vnara dar manchas-
liscretas con un minimo e zole=do.

3.- DESATROLLO DE LA CROMATOGRAFIA

¥ desarrollo -onsiste con el paso del solvente a tra -
véz de la cromatoolaca. Es la parte del proceso en la cual -
tiene lugar la senaracién cromatozr&fica de los compoicntes,
basAndose en los principios ya descrltos.

Il proceso puede llevarse a caho de diferentes maneras
derendicndo de la direcciédn de flujo del solvente y de la po
sicién de la cromatonlaca. Sezfin 1a pnsicidn, la Cromatogra-
f{a nuede ser:

IQ’)



a). Ascendente.
b). Descendente.
c). Horiz ontal.

Ademés, se=3fn el “lujo pueie ser:

a). “didimensional.
b). Escalonada.
¢). Pasos Maltinles.

Mis adelante se trataréd con mAs detalle ca’a uno de e$
tos tipos de desarrollo, cuando se hable de la instrum nta -
cibn, ya que #sta ser& diferente en cada caso

Para ejemplificar, se mencionari el tino maAs sencillo-
que es la Cromatograffa ascendente: Se utiliza un tangque o -
cdmara de las utilizadas en Cromatograffa de nanel, en diche
cAmara se coloca 0,5 cm., de altura (aprox. 50m1. ) del 50! «=
vente, se introduce la nlaca en forma vertical o inclina-
da y se inicia el desnlavamiento del solvente hacia arriba -
debido al fenbmeno de canilaridad.

El tiemno de desarrollo adecuado nara la sevaracibn es
muy variable y dependerf de cada separacibn en narticular; -
pero generalmente 60 minutos son suficientes. Durante este -
tiempo el solvente recorre una distancia entre 10 y 18 cm, -
Nespués que alcanz la altura a‘ecuada, la cromatoplaca se -
saca del tanque, se marca el frente formado vnor el solvente-
y se deja evaporar.

Lo= TISUALIZACION,

El proceso de visualizacién es necesario cuando las
sustancias separadas no son visibles a simple vista. Fste se
puede efectuar de diferentes maneras, clasificandose en:

a). METON03 QUIMITOS. Los metodos quimicos consisten -
en rociar la cromator’aca con alrin reactivo crombgeno des -
pués del desarrollo, el cual al reaccionar con =1 sruno esne
cifico del comnuesto a ser visualizado “ar& una coloracién -
caracteristica, la aplicacién del reactivo quimico puede -
ef-ctuarse por: Nebulizacibn, exnosicidn a gases y vapores -
y por inmersiébn.

Ea1 algunas ocaslones, nara qu~ se efectflie la reaccibn-
colorida es necesarioc calentar la cromatcrlaca a una tompera
tura determinada durante algfin tiempo.

Los r=activos reveladores nueden clasificarse en dos -
tiros nrinciralmente:

(9)



* Reactivos corrosivos universales.
* Deactivos reveladores especificos.

T.os rezctivos corrosivos son fuertemente deshidratan-
tes u oxidantes. 5u accidn se basa en la conversidn de com-
nuectos or-4nicos a carbdn csobre placas inorginicas, ror lo
tanto son consideradss también comn reactivos destructivos.
Los mA4s usados son: El Acido ~ulffirico, Acido nitrico, Aci-
10 crb-ico & una me-cla de ectos.

Con respecto a los reactivos reveladores especf{ficos~
existe una enorme canti-ad de éstos citados en la literatu-
ra, y en gen<ral reaccionan quimicanente con el comnuesto -
de interés. (3)

b). MYTIDOS FISICOS.- Estos s- basan en las propieda-
des que ti~onen algunos compue=tos nara - -orber o ecnmitir -
rner_-ia Zespués de hacerles incidir luz ultravioleta. nor -
ejem-lo, las sustancias con dobles ligaduras conjucadas ab-
sorben mejor 1a luz UV. anareciendo como zona oscuras de co
lores caracterf{sticos de=pués de ex onerlas bajo esta luz a
254 mu; alsunas sustancias orgénicas nor ejemvlo las vitami
nas nrecentan fluorescencia =1 iluminarlas con luz UV, de -
onda lar-a (360 mu). En e-te método de visualizacibdn se -
usan cromatonlacas nue contienen sustancias fluorescentes -
como indicadores.

c).- METODOS RAPIQ:CTIVOS.- “stos métodos se usan en
caso e sustancias marcadas con trazas radicactivas, se lo-
calizan las manchas »or nedio de una pelicula fotografica -
d= rayos X o bien con un contador geiger nrortatil., (4)

S.- EVALUATIOY CUALITATIVA.

“n esta técnica la identificaciébn se basa ~»n la dis -
tancia de mizraciébn de los comouestos utilizando un factotr-
1lamado "Rf" , que literalmente ciznifica: Relacibn de fren
tes. st~ factor es consliderado co>mo una constante caracte-
ristica de un compuestn en determinadas condiciones de one-
racidn. Es calculado 3 partir de la siguiente Fc. :

Da

(Ec. 3) Rf = Ds

Donde Ta es la di-tancia qu: se desplaz el compuesto
‘a) decde el luzar cde aplicacién de la muestra y Ds es la -
4istancia ~us viajd el frente d¢l solvente tanbi’n desde el
luzar de la arlicacibn de “a muestra. Fl procedimiento para
'a evalunacién e= o1 siguiente: T.as manchas del cromatograma
se delin=an cuidadosamente coa 1la punta de un 14riz, esto es
recom:ndable ta~bién en el caso de nue se “eseen conservar -
ya que 1a mavor'a de las coloraciones de los compuestos suelen
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ser lnestables con el tiempo; se marcan los centros y con
la ayuda de una regla, se mide la distancia de migracibn
desde el punto de aplicacidn de la muestra hasta el centro
de la mancha. La linea formada por el solvente se marca
inmediatamente después que la placa es sacada de la chmara
de desarrollo y se mide su distancia.

Los valores de Rf son calculados por la relacibén de
las distancias de migracibn.

En algunos casos en que se deja fluir el solvente por
toda la placa, los valores de Rf se calculan en relacién -
con la migracién de alguna otra sustancia corrida en la --
misma muestra.

Los valores de Rf y Rx son anpliamente citados en la
literatura cientf{fica, pero es importante hacer notar que
la identificaci’®n basindose en tallas solo es vAlida si 1la
separacién se ha efectuado en condiciones id&nticas a las
mencionadas en la literatura. (5)

Otro método de identificacibén consiste en cromatogra-
fiar muestras estlndar de los compuestos puros en la mis-
ma cromatoplaca, Este m&todo snpone que los valores de Rf
de los compuestos puros difieren sblo ligeramente de los
valores de Rf de los compuestos en una muestra.

6._ ANALISIS CUANTITATIVO,

£l anflisis cuantitativo puede ser efectuado por los
dos m&todos siguientes

a). Mé&todo directo sobre la cromatonlaca

b)._ Método de Eluci‘n.

METODO DIRECTO S0BRT LA CROMATOPLACA._ El método di -
recto sobre la cromatoplaca, (in Situ) se basa en la medi-
cién de la cantidad de luz reflejada por la mancha cuando
la cromatoplaca es colocada en un Densitédmetro. Al cuen--
tear por este mftodo es necesario contar con un registra--
dor para expresar los resultados en forma de pico. El1 4-
rea comprendida bajo el pico es directamente proporcional
a la concentracifén del compuesto.

L.os métodos usuales para medir Areas bajo los picos
son los siguientes

* E1 m&todo de pesadas que consiste en cortar y pesar
el parel que representa el Area del pico.

(11)



*E1 uso del onlanf{metro, accesorio usado en ingenieria
aunque su sensibilidad es muchas veces insuficiente para
pronbsitos analfticos.

* Bl uso de intcgradores, que puecen ser mechnicos y
automfticos, los integradores electrbnicos imprimen automé
ticamente la medida del &rea del pico, es =1 m&todo mfe —
preciso y exacto.

METODO DE ELIICION._ Este método consiste en lavar o e
luir la zona coloreada de la cromatoplaca, con un solvente
adecuado y leer fotométricamente la densidad 6ptica., F1 =
método requiere de un blanco y de curvas estfndar prepara-
das,

En la actualidad, éste método de cuantificaci®n ha al
canzado un alto grado de precisifn con el uso del Eluchrom
de Camaz, ya que la elucibdn es programada y autombtica, -
gracias a lo cual, la Cromatozraffa en capa delgada se con
sidera ahora como una técnica altamente sensible y satis-=-
factoria para anflisis cuantitativo.

La Cromatografia en capa delgada se ha desarrollado
ampliamente sobre todo en la introduccién de una modifica=-
cibn llamada CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION EN CAPA DEL=-
GADA (C.A.R.C.D.).

En la C.A.R.C.D. se presentan las siguientes variacipo
nes con resnecto a la Cromatograffa en capa delgada tradi-
cional

a).,_ Se usan cromatoplacas de 50 x 50 mm.

b)._ Materiales adsorbentes con un poder de separa --
cién mucho mayor que el usado en Cromatografia
en capa delgada.

c)._ Yuevo m&todo de preacondicionamiento de la croma
toplaca.

d)._ Un método de dosificacibn més preciso y en gene-
ral un mejor sistema de procesamiento.

TECNICA DE LA C.A.R.C.D.

El paso previo para cualquier preacondicionamiento de
la Cromatoptaca consiste en hacer pasar aire o nitrbgeno a
través de la cfmara para mantener una atmdsfera inerte,

Para controlar la humedad relativa se hace pasar aire
a través de un recipiente que contiene una mezcla de &cido
sul firico-agua o bien vreacondicionandola con vapores de
un solvente determinado.

UMﬁjg AUTONOMR

SAN LU yanlﬂ‘
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Durante el desarrollo, la cromatoplaca C.AR.C.D. des
cansa con su capa adsorbente hacia abajo sobre el cuerpo-
de la cémara 2u2, Fl solvente de elucién es alimentado -
en el centro de la cromatoplaca vor m dio de un capilar -
de platino-iridio de 7.2 mm de diAmetro interior. La fa-
se vapor oroducida en el exterior pasa por la cfmara hacia
la cromatoplaca por medio de un canal y sale por un orifi-
cio que se encuentra en 21 centro de la chmara. (Fig. 20)

CARACTERISTICAS DE LA C.A.R.C.D.

Las siguientes caracteristicas en realidad pueden --
considerarse como ventajas sobre la cromatograffa en capa
delgada normal.

1.~ Tiene una extraordinuria capacidad ¢ separacibn
ya que en condiciones éptimas pueden separarse mas de 40
sustancias en un solo desarrollo. Como técnica de rutina
se pusden analizar n&s de doce muestras usando la técnica
microcircular y m&s de cuarenta muestras con la técnica -
lineal,

2.- En analisis cualitativo en el intervalo de valo
res de 0.0-0.5, los valores de Rf tienen una desviacibén -
estlndar de + 1 % cuando se usa la clmara "U".

3.- En analisis cuantitativo con la técnica lineal
en ¢l intervalo de n'nogramos se obtienen desviac-iones -
est&ndar relativas de + 2 ¥ y con la técnica circular en
placas de 100x100 mm se obticnen desviaciones de 1.5 - 1
%. Se pueden detectar compuestos en proporciones de 1:
10,000 ya que el método tiene un potencial de operacibén a
nivel de fentogramos.

he= En la dosificacibn de la= muez=tras en 21 inter-
valo de 0-100 nanolitros se ticnen precisiones de 99 % --
d=1 volumen aplicado.

S.- FEl1 tiempo promcdio para una seraracibn es de -
12) segundos por analisis. (10)

APLICACIONES DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

La Cromatografia en c2pa de!gada es una técnica impor
tante y versAtil, =su capacidad de aplicacibn es mayor que
la de otras técnicas cromato.;radficas. Por ej-=rlo, por -
fromatografia de sases solo pueden analizarse compuestos
volAtiles, no existiendo tal limitacifn para la Cromato--
grafia en capa delgada. Para dar una idea de la amrlitud
de aplicaciones se muestra la sisuiente tabla.
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TABLA D% APT.ICACIONES DE LA CRTMATC 'RAFIA EN
CAPA DET.3ADA

Acidos orgénicos (5,9,11,12,13)
Acidos alifiticos (5,%,11,12,13)
Acidos aromaticos (5,2,11,12,13)
Acidos fenblisos (.,0,11,12,13)
Cetoécidos (5,9,11,12,13)
Hidroxifcidos (5,9,11,12,13)

Acidos nucleicos (5,9,11,12,13)
Aceites esenciales (5,9,11,12,13)
Alcaloides (5,9,14,15,16)

ATcoholes (5,9,17,18,19)

Aldehfdos (5,9,20,21,22)

Aflatoxinas (23,24,25,26,27,23)
Amidas (29,30,3')

Aminas (-,9,29, 30, %1)

A<inoicidos (5,9,322,33,34)
Aminoazficares (5,9,35,36,37)
Analzésicos (5,9,38,39,40)
Antibibticos (5,9, 3%2,39,40)
Barbituratos (5,9, 3%,33,40)
Carbohidratos (5,9, 35,3%6,37)

Cetonas (5,9,20,21,22)

Colorantes (5,9,41,42,43)

Compuestos azo (5,9,29,30,31)
Conmpuestos inorgénicos (5,9,44,45,46)
Compuestos organometilicos (5,9,47,48,49)
Drogas (5,%,99,51,52)

Derivados de alcoholes (5,9,17,18,19)
Esteroides (5,9,68,69,70)

Férmacos (5,2,%0,51,52)

Glicdsi'os ( 5,9,35,36,37)
Tu.secticidas, nesticidas (3,9,53,54,55)
Lipidos (.,,9,56,57,53)

Plésticos (.,9,59,60,61)

“esimas (5,9,59,60,61)

Vitaminas (5,9, 62,63,64)

Péptidos (~,9,2%2,3%,34)

Protefnas (s,7,%2,23, 3Y)

Terpenos (=,9,65,66,67)

La Cromatograffa en capa drlzada ha sido usada tamhién
en combinacifn con €romatografia de columna y Cromatograffa
de gases, ya que es noslble hacer sevaraciones que en estas
técnicas aparecen como una sola fraccibn. “m algunos casos
es posible s=zuir el curso de una reaccibn especialmente de
tipo enzimitico porque separa e identifica los compuestos
secundarios de una reaccibn.
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CAPITULO II

AVANCES EN LA INSTRUM=NTACION

Aunque la Cromatosrafia en capa delgada no se conside
ra como una técnica nueva, no tuvo un desarrollo notable -
en 1o que respecta a instrumentacibén hasta los afios 50, --
cuando Ego Sthal propuso el uso de placas de tamafio estén-
dar. A partir de entonces empezaron a salir al mercado e--
quipos para la separacion de cromatoplacas.

Actualmente la casa CAMAG en Suiza "es una de las més
prestigiadas dedicadas a la fabricacidn de instrumentos y
accesorios para Craomatograffa en capa delgada,

ADSORBENTES

Los adsorbentes mds recientes y que van al frente por
su alta resoluciér son los sililados, designados commercial
mente por Analabs Inc. de E.M. Laboratories con las siglas
RP-2,RP-8,RP-18. Sun fitiles en Cromatografia de fase rever-
sible y de particibén donde los compuestos polares tie-em -
valores de Rf m&s altos. Con adsorbentes sililados se tie-
ne mayor resolucibén debido a que es mis densa la capa de -
adsorbente y mls uniforme el tamafio de partfcula.

Los adsorbentes pueden ser sililadog con diclorometil-
silano (RP-2), diclorometiloctilsilano (RP-8) o con diclo--
rometiloctadecilsilano (RP-18). Estas cromatoplacas pueden
adquirirse de Analabs Inc, de E.M. Laboratories, Brinkman
Instrument Tncorporated. Bio-Rad Laboratories se especia-
liza en adsorbentes usados en separaciones biolbgicas.
Pharmacia Fine Chemicals ofrece el sephadex para Cromato-
grafia de gel en capa delgada, Waco Chemical Industries
se especializa en cromatoplacas de to'os tipos. Camag Mu-
ttenz ofrece una amplia variedad de adsorbentes y de cro-
matoplacas de alta resolucidn.



EQUIPO PARA LA PREPARACION DE CROMATOPLACAS

Preparando el técnico sus propias cromatoplacas se
tiene un ahorro considerable de dinero y ademls est8 en 1i
bertad de seleccionar tanto el adsorbente como el 1fquido
(&cido, base, amortiguador, nitrato de plata, etc.) para
preparar la suspensibén. Puede seleccionarse también cual-
quier espesor de acuerdo al tipo de Cromatograffa y deter-
minacién.

APLICADOR MANUAL. El equipo (fig.2) consta de una
base metflica (a) con una gufa por medio de la cual las -
placas de vidrio son empujadas con el dedo Iindice suave y
uniformemente, un recipiente flotante (b), una barrera fi-
ja para espesores de 370 y 500 micras y una barrera mbvil
con un calibrador para diferentes espesores (c).

Puede utilizarse en la preparacién de cromatcplacas a
nalfticas y también para Cromatografia preparativa, el es-
pesor de 1a capa no se afecta por el grosor de 1la placa de
vidrio y pueden prepararse cualquier nfimero de cromatopla-
cas en un lote.

El aplicador para cromatoplacas automftico es recomen
dable cuando se requiere un alto grado de estandarizacidn
de las cromatoplacas.

Fig. 2 APLICADOR MANUAL
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APLICADOR AUTOMATICO. Mostrado en la fig. 3, consta
de un motor (a) que mueve las placas de vidrio a una velo-
cidad constante bajo el recipiente flotante (b), y ya pre-
paradas corren a lo largo de un portaplacas (e¢). En un
mismo lote todas las placas de vidrio deben ser de un mis-
mo grosor. El equipo viene tambifn con una barrera mbvil
para capas de diferentes espesores.

Después de preparadas las cromatoplacas hasta antes
de su uso deben almacenarse cuidadosamente para la conser-
vacién en buen estado, para esto se cuenta con : Soportes
para secado y gabinetes para almacenado.

©

Fig. 3 APLICADOR AUTOMATICO

SOPORPES PARA SECADO. El soporte (fig. 4) consta de
diez charolas individuales de aluminio, las cuales
pueden estar acomodadas una sobre otra para formar una uni
dad compacta o bien pueden usarse por separado para acti--
var las cromatoplacas.

GABINETES PARA ALMACENADO. Tienen una capacidad pa-
ra dies cromatoplacas, pueden ser usados también como so--
porte de secado, gabinete para guardar © para transportar--

ya que tienen agarradera y como chmara cuando se va a
efectuar el desarrollo de varias cromatoplacas a la vez,
las cromatoplacas con la muestra se colocan en el gabinete
se quita la tapa del fondo y sobre ésta se coloca el BOl--
vente, el cuerpo del gabinete con las cromatoplacas se po=-
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ne scbre el solvente en nosicién vertical y se tapa la par
te superior con una blnca de vidrio o con 1la cubierta de -
pléstico. (fig. 5)

Fig. 4 SOPORTE DE SECADO

Ftg. 5 GABINETE PARA ALMACENADO

(18)



EQUIPO PARA LA APLICACION D7 LA MUEZSTRA

El tipo de analisis a efectuar determina la manera de
aplicacién de la muestra. Asf, en analisis cualitativo -
donde se hacen aplicaciones de 2-10 pl pueden usarse micro
plpetas capilares (Fig. 6); en analisis cuantitativo las -
muestras son aplicadas ya sea en forma de bandas angostas
o manchas, la aplicacibn en forma de bandas angostas propor
ciona separaciones mejor definidas y facilita el cuanteo.

En este tipo de analisis pueden usarse microjeringas (Fig. 7)
o aplicadores como el Tasomat (Fig. 8). En @romatograffa -
prepara.iva las muestras son aplicadas en forma de bandas lar
gas usando el Chromatocharger (Fig. 9

Fig., 6 MICROPIPZTAS CAPILARES

MICROPIFPETAS CAPILARES. Mostradas en la I'ig. 6, cons
tan de un mango y de una punta capilar de medicibn, las dos
partes son consctadas por una unidn de vidrio esmerilado.
Se coloca la punta sobre la solucidn muestra y se 1llena au-
tomAticamente por accibn capilar, se limpia con un papel =--
filtro el exceso y se hace la aplicacibn.

@

Fig. 7 MICROJERINGAS

(19)
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MICROJERINGAS. En la actualidad se cuenta con jerin-
gas (Flg. 7) con &mbolos de acero inoxidable o teflébn y con
agujas hipodérmicas intercambiables, las hay de 1-500ml, las
més usadas son de 1, 2.5 y 5 nul. 'a exactitud y reproducibi
lidad de estas jeringas es de 99%., Es recomendable el uso
de jeringas con gufa, especialmente en caso de que la perso-
na se =2sté iniciando en la técnica.

APLICADOR TASCMAT DESAGA. EY aplicador autombtico de
Desaga (Fig 8) es un instrumcnto que emplea una combinacibn
de vnrincipios de separacién, ademfs de la separacibén cromato
grifica. Consta de una unidad de control que n»ermite la a--
plicacién directa después de una destilacibn, sublimacibn o
pirolisis de la muestray la cromatoplaca se mueve a lo largo
de la salida del capilar. Despubs del desarrollo de la cro=-
matoplaca se obtiene ¢l llamado '"termofractograma",

Por est. procedimiento primesramente se fraccionan los -
productos ¥ salen de acuerdo a su presidn de vapor y/o su -
estabilidad térmica,y la %romatograffa en s{ separa a los -
componentes de acuerdo a sus propiedades cromatogréicas.

Fig. 8 APTIT4°"R TASOYAT DESAGA

THROMATOCTARGER., E instrumento (Fig, 9) rrovorciona ay
plicaciones de muestra verfectamente uniformes, la aplicacidn
puede hacerse en forma de bandas larzas ~n Cromatografia pre-
parativa o en bandas cortas en aplicaciones cuantitativas,
Para su uso se coloca la cromatoplaca sobre la base del Chro-
matocharger, se ajusta la posiciédn vertical de 1a jeringa y
la punta de la aguja a 1-3 mm sobre la supsrficie de la croma
toplaca. 91 ancho de la banda se ajusta con dos topes y la
cantidad de muestra se controla por medio de la inclinacibn -
del dosificador. Cualcuier exceso de solucibn que quede en =
la aguja cunndo llega al final de la barra se elimina colocan
do un pap1l filtro entr~ la placa y la aguja

Cuando la aplicacibdn se hace con una micropioeta o una
microjerinza es necesario usar una gufa de aplicacibén Fig.
10)

GUIA NE APLICACION. Con la gufa(Fig 19) se obtiene una
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aplicacién adecuada y precisa de las nuestras sobre la cro-

natonlaca sin dafiarla; las hay de 20 c¢m con 11 hen”iduras y
también d= 10 cm,

Fig. 9 "HROMATOCHARGER

GUIA DE ATLITACION MULTIPLE., La gufa de aplicacibn
mGltinle(Fiz. 11) consta de una base (a), una reglilla (b),
una esphtula (c) y un 1l4piz con punta metflica (d). Uno de
los lados de la reglilla se usa para una aplicacidn exacta
4e la muestra cuando la cromatoplaca va a desarrollarse en
la clmara V-ri~XS, -:ra la aplicacibn de 10 muestras la pi-
peta se coloca en las hendiduras y si la aplicacibn es de so
lamente 5 mue:ztras, la pipeta se gufa por los orificios.
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Fig. 10 GUIA DE APLICAZION
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Fig, 1 WWIA DE AFLIZAION MOLTIPLE

L= linea par=s limitar la distancia de recorrido del snl
w-nte y entre un solvente y otro “uando se usa la clmara Ya-
rio “S, se traza a lo larso de la rendija de la cufa de apli
cacibn,

7QUIPO PARA EL DUISARROLLO ~R MATOGRATICO.

El desarrollo cromatografico es =1 paso del solvente a -
través de la cromatoolaca, puede efectuarse ~n varios tinos
de cAraras. La clmara clénica correspoide al tipo mis senci-
1lo.

CAMARA 7LASICA. En la c8mara clésica (Fig, 12) el croma
tograma se desarrolla bajo condiciones de saturacibn narcial
o total, el grado de presaturacibn d= la cromatonlaca no -~ue-
de controlarse. Durante -1 desarrollo la cromatoplaca se su=-
nerge del lado de la aplicacibn en el solv-nte aproviado, el
cual asci:nde por cavilaridad. Cuando el solvente alcanza la
altura adecuada el desareollo ha termina-o,

Mg. 12 CAMARA CLA31CA



Fig. 13 CAMARA D& DESAPROLLO GEMELA

CAMARA GUMELA. La clmara gemela difiere de la cldsi
ca finicamente por su doble compartimento vara el solvente
es recomendable su usc cuando es necesario procesar-+dos -
cromatoplacas en las mismas condiciones.

CAMARA SANDYWICH. Al usar la cémara Sandwich la croma
toplaca debe rasparse de tres de sus orillas ya que se su-
jeta con otra placa de vidrio por medio de unos clips y =
con un separador de cartbédn, Las placas ya sujetas se in =
troducen en el recipiente del solvente através de una a-—
bertura de la tapa metflica.

Al usar 2sta clmara, los resultados de 1a separacién-
son semejantes que al usar la clmara clésica, el tiempo de
separacibén es tambifn parecido, 1a ventaja se tiene en el-
ahorro considerablc de solventes.

Fig. 14 CAMARA SANDWYICH
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by CAMARA DE DESARROLLO VP DESAGA. Esta cémara (Fig.15)
Al permite controlar y variar el vapor ambi ntal con objeto
de m:jorar laz sevparaciones. La cAmara VP consta de un -
bloque de metal con 21 compartimentos cada uno de los cua
les puede llenarse con un 1lf-uido diferente formando 21 ~
. tivos de vapores arbientales. El solvente de desarrollo-
es alimentado por medio de una mecha de parel filtro su--
mergida en el recipiente del solvente. La clmara cuenta
con un sistema refrigerante en la parte inferior y en al-
gunas ocasiones la evaroracibdn se incrementa haciendo cir
cular aire caliente. La cémara es similar en su constitu
' cibn a la chmara Vario-KS y cuando en esta filtima se ha-=
bla de preacondicionamiento con vapores de solventes, en-
la cimara VP se trata de projramacibn de vapor, pero nue-
don usarse indistintamente.

Fiz. 15 CAMARA DE DRSARROLLO-VP DESAGA

CAMARA DE DESARROLLO MULTIPLE PROGRAMADO (DMP). En
la chmara DPM (Fiz. 16) las cromatoplacas se desarrollan
repetidamente un nlmero determinado de veces de una mane-
ra autom&tica nor medio de un programador. El sistema es
manufacturado y vendido por Regis Chemical Company. En -
cada desarrollo se le rermite al solvente qur avance mls-
arriba para evitar quo los componentes con valores altos-
de Rf queden con 21 frente del solvente, al final de cada
ciclo =21 frente del sclvente es forzado a retroceder por-
evaporacifn mi=ntras la cr-matonlaca est& afin en contacto
con el recipiente del solvente. La evaporacifn se incre-
menta vor m:Jdio de energia radiante y/o un flujo de sas =
inerte, mientras el flujo capilar hacin arriba continfia.
Este efecto de concentracién ocurre dos veces durante ca-
da ciclo, una vez cuando el solvente sube y otra cuando =
desciende atravfés del componente, 1o cual ocasiona un in-
cremento en la resolucibn,
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Fig. 16 CAMARA DE DESARROLLO MULTIPLE PROTRAMADO

CAMARA VARIO-KS. Con la chmara Vario-KS (Fig.17)
es nosible establecer un determinado grado de actividad
0 bien preacondicionar las cromatoplacas con alglin sol-
vente adecuado. La cromatorvlaca raspada de tres de sus
lados se coloca con la capa de adsorbente hacia el cuer-
no de la chrara y se none en contacto con vapores de los
solventes de preacondicionamiesnto colocados en una charo
la.

Despuds del preacondicionamiento se coloca una pla-
ca metiloca entre la crom torlaca y lo- vaporer del sol-
vente, y se inicia =21 desarrollo usando una mecha de na-
nel para hacer contacto.

COMPONENTES DE LA CAMARA VARIO-K3. La cA7ara consta
de cuatro diferentes reciplentes con subdivisiones que-
varfan en geometria y tamafio que pueden colocarse en for
ma paralela o en 4ngulo recto a la Cromatocraffa (a), -
tres placas de aislamiento (b) parcial o total, el reci-
riente del solvente (c¢) y el cuerpo de la clmara (d4).

La placa con ventana s: usa para checar la influen-
cia del tiempo en el preacondicionamiento. La placa pla
na permite el reemplazamiento del reciriente sin quitar
la cromato: laca.

Fig. 17 CAMARA VARIO-XS
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Fig. 18 COMPONENTES D& LA CAMARA
VARIO-KS.,

CAMARA "U", BEn la actualidad la chmara "U" (Fig. 12)
#s la mls moderna utilizada en 1a té&cnica de Cromatografia
de alta resolucibén en capa delgada, se encuentra formando «-
parte del primer cromatégrafo de capa delgada, junto con el
nanomat, una unidad de control, un anillo portaplacas y un
block para la aplicacibén de la muestra (fiy z0).

7ig. 19 FESQUEMA DE TRABAJO DE LA
CAMARA ",

La cromatoplaca de alta resolucifén se coloca en el ani-
1lo portaplacas para la aplicacién de la muestra, easeguida
Ge pone en la cflmara en "U" con la capa adsorbente hacia aba
Jo (1), el solvente de eluciédn es alimentado hacia el centro
de la cromatoplaca por un capilar de platino-iridio (%) de
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0.2 mm de diametro interno. La fase vapor producida en el
exterior pasa nor la chmara hacia la cromatoplaca por me--
dio de un canal circular para salir por medio de un orifi
cio que se encuentra en el centro de la clmara (5).

Las cromatoplacas en el portaplacas pueden evaluarse
automfticamente, después de la separacién,la cromatoplaca
se seca y se coloca en un accesorio del densitédmetro quedan
do 1lista para la cuantificacién.

Fig. 20 GROMATOGRAFO DE CAPA DELGADA

CROMATOGRAFO DE CAPA DELGADA. Con este sistema (Fig
20) es posible tener un control completo sobre las fases -
(estacionaria, m6vil y vapor) del proceso cromatogrhfico,
una alimentacién de la fase mévil con una velocidad de flu
jo constante, separaciomnes con mayor resolucién y por lo -
tanto, valores de Rf m&s reproducibles.

La informacién obtenida con este sistema puede ser =
transformada a datos aplicables en Cromatograffa de colum=-
na y Cromatograffa de 1fquidos de alta resolucifn,

Bl tiempo requerido para el desarrollo de un cromato-
grama varia de 1-4 minutos y el consumo de solvente entre
0,07 y 0.2 ml.

EQUIPO PARA LA VISUALIZACION DEL CROMATOGRAMA
El mftodo mAs comGn consiste en rociar la cromatopla=

ca con un reactivo quimico usando un simple atomizador de
vidrio (Fig. 21)
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Fig. 21 ATOMIZADOR DE VIDRIO

ATOMIZADOR DE VIDRIO. Comsta de un matraz erlenme--
yer de 120 m1 (a), una cabeza rociadora con un tubo que se
introduce ez la solucibédn reveladora (b), con uniones esme-
riladas y una perilla de hule (c¢). Proporciona un fino -~
spray, puede usarse cualquier reactivo yes especialmente
itil si s¢ trabaja con reactivos corrosivos.

Debe tenerse especial cuidado con la cabeza rociadora
despubés de cada uso debe lavarse perfectamente con un s0l=
vente que elimine cualquier residuo del material utilizado.

Fig. 22 GABINETE PARA GASES Y VAPORES
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GABINETEZ FARA GASZ3 Y VAPCREIS. FEl gabinete para zases

y vapores (Fiz, 22) es de gran utilidad p ra evitar la con-
taminacién d=1 laboratorio ya qu: elimina perfectamente to -
io 0 el exceso 1. ' reactivo en spray. ['ued- considerar -

s@ indispensable en un laboritorio ionde se trabaja con la
técnica cromatocgr&ficadebiio a qu~ una camnana de e -traccibn
normal no es suriciente y axpone al operador 2 pelizros de -
co taminacién.

Fig., 23 LAMPARA DE UV,

LAMPARA TV. Tas sustancias o:gfnicas que absorben o
emiten 1lyz UV, pueden detectarse usando la lampara de lu:
ultravioleta rara Cromatograffa en cara dz2lgada (Fi;. 23)

La l:nzitui d onda 'arga (%66 nn) s= usa para iden=-
tificar s staicias con fluorescencia interente o i1 cila.
“on longitul 4: onia cor'.a (25:' nm pueden visualizarse -
sustaicias .u a.so"b n a esa longitud de onda apareciendo
cumo manchas osc' ras sodbre un fondo brillante cuatdo la cro
matoplaca zo.ti» = un indicador fluor:s::nte.

En la eviluacidn de cromatuzraras es esencial ‘ener unn
limpara con las dos longitudes de onda.

Los cro .ato;ra as se colocan 2n 1 interisr del zabine-
tz, lo cual evita ue penetre la luz exterior, ad 2&s un fil
tro de vidrio impide el paso ds luz ultraviol-ta protegiendo

03 0jos durante la inspeccibn del cro-atozra-a.
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EQUIPO PARA LA DOCUMENTACION D= LOS CROMATCSRAMAS

En un gran nfimero de casos es necesario archivar los
resultados de una separacién; guardar las cromatoolacas no
resulta conveniente ya que la mayorfa de las cromatoplacas
se deterioran con el tiempo, ademhs de que las coloracio--
nes tienden a desaparecer, 1o mAs conveniente es : a)._ u-
sar un papel delzado y sacar una copia de la separacién, -
b)._ sacar una fotocopia y c)._ sacar una fotografia,

Fig. 24 CAMARA REPROSTAR.

CAMARA FOTOGRAFICA RFRPROSTAR. La clmara FReprostar
(Fig, 24) asegura fotografias perfectas de separaciones -
cromatogridficas bajo luz visible, bajo luz UV de onda cor-
ta y de onda larga.

Consta de una base que tiene en su interior cuatro -
fuentes de luz visible, dos tubos fluorescentes para longi
tud de onda larga y uno para longitud de onda corta, un -
filtro de luz, dos reflectores que pueden ser acomodados
para luz visible, una columna que sirve para sostener la
c&mara y una cimara polareid.

Después de colocar la cromatoplaca sobre la base y se
leccionar el tipo de luz, se coloca la cfimara a una altura
correcta, Despubs de la exposicibén, si se usa una chmara
polaroid la fotograffa estf lista en unos cuantos segundos

(30)



EQUIPO PARA ANALISIS CUANTITATIVO
Existen dos m&todos generales para cuantificacién:
a) M&todo directo sobre la cromatonlaca

“n esteprocedimiento se utilizan los llamados Scanners
que aconlados con espectrofotdmetros o fluordm=tros son una
especie de densitémetros, vero mis sofisticados y precisos -
como el Scanner Camag (Fig. 25) que combinado con un fluorb-
metro "urner permite el cuanteo de compuestos que ahsorben
en la reg %n vigible, ".V y sustancias fluorescentes nativas
o inducidas.

L.os Scanner han sido isados con cran &xtito especialmen
te en 1la "ndustrfa quimico-farmacéutica en analisis rutina--
rios de vitaminas, drogas, e=teroides, etc. "n trabajos de
investigacibn es un aparato valiosfsimo, lo mismo en trabajo
biomédico y clinico.

Fig. 25 SCANNER CAMAG ACOPLADO A UN FLUOROMETRO

Al cuantear por este método es necesario contar con un
registrador (Fig. 26) el cual hace que la sefial del detector
amplificada sea representada en forma de picos o cromatogramas.

Una vez que los resultados se tienen en un cromatograma
es necesario usar los métodos normales para la medicibn de &
reas, como soOn:

a) El método de pesadas que consiste en cortar y pesar
el papel bajo el pico, este método es medianamente exacto ya
que puede haber errores debido al contenido de humedad y va-
riacién en el grosor del papel.
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Fig. 26 REGISTRADOR

b) El método de triangulacidén basado en la medicibn
del Area de un tri&ngulo si el pico es simétrico.

c) el método de integracibdn usando integradores me-
chnicos o automhticos,entre los mechnicos se tiene el in-
tegrador de disco, &ste es un accesorio que se adapta di-
rectamente al registrador. cuando la plumilla del regis--
trador empieza su trazado simultineamente la plumilla del
integrador empieza a efectuar una serie de trazos en un -
extremo de la escala y exactamente abajo de cada pico que
dan una serie de lineas. A cada linea se le domina viaje
y se le ha dado un valor arbitrario de 100'"cuentas'" a ca-
da viaje, de manera que el nfimero de cuentas bajo un pico
expresa la concentracibn del compuesto correspondiente --
(Fig 27). De esta manera los resultados cuantitativos son
obtenidos répida y flAcilmente.

Los integradores electrénicos son mecanismos que =---
imprimen automaticamente el Area del pico o la concentra-

cién, ademls de ofrecer una gran precisibén, los integrado
res electrbnicos automatizan la operacién,

SCANNER LB-276. Shandon Southern Instruments Inc., -
ha introducido el Scanner LB-276 (Fig. 28) que permite --
la evaluacidn cuantitativa en una y en dos dimensiones.
el sistema cuenta las particulas beta que son emitidas --
por los compuestos isotdpicamente lébiles con un contador
de flujo que mide las descarzas por minuto y puede detec-
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tar cantidades tan pequefias como 100 dpm's de carbbn. la
salida del medidor est& unida a un registrador ~on escala
Xy en la cual se registra la posicibén de la sustancia en
el cromatograma para medir los valores de Rf con mayor e-
xactitud en el registro.

T T
30

Fig. 27 INTEGRADOR DE DISCO

Carl Zeiss, Inc. ha actualizado los espectrodensité-
metros, ~or ejemplo el modelo KM-3 hace medicioncs de trag
mitancia y reflectancia simultineaments, suaviza la linea
base y corrige las fluctuaciones deblidas a las dispersio--
nes de las manchas, minimiza el ruido e incrementa la pre-
cisibn y los limites de deteccibn, ademlds usa escala de --
expansién en el registrador.

Fig. 28 SCANNER LB-276
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Actualmente Schoeffet Instrument Corporation ha in-
troducido al Scanner un monocromador con posibilidades -
de barrido que permite obtener el espectro de emlgiébn de
fluorescencia y de absorcidén de los compuestos separados
directamente de la cromatoplaca.

SISTEMA INTEGRADO KONTES. La Compafia Kontes Glass
ha diseflado un sistema cromatogr&fico para analisis cuan
titativo, consta de un aplicador y un densitbmetro (Fig.
29). E1 equipo aplica pequefias cantidades de muestra y
mantiene el tamafio de la mancha pequefio por medio de una
répida evaporacibén del solvente haciendo pasar una co --
rriente de gas inerte, y con reproducibilidades del 98 %.
Después del desarrollo convencional y del secado, se paga
al densitémetro que puede medir reflectancia, transmitan
cia o fluorescencia de la muestra. Emplea filtros de
200-750 nm, la salida del densitémetro se conecta a un -
corrector de la linea base y ensezuida a un registrador
o al integrador digital Kontes con impresor._ Fl modelo-
K-21 tiene un sistema de computacién con memoria perma--
nente que permite c&lculos subsecuentes.

Fig. 2 SISTEMA INTEGRADO KONTES

B) Determinacién por elucién.

Para cuantificacidn, los resultados mls precisos se
obtienen por elucibén de los compuestos con un solvente a
decuado y posteriormente determinar su concentracién por
fotometrfa. El1 Eluchrom Camag esté& disefiado para la elu
c¢ibn automitica cuantitativa de las zonas directamente d
de la cromatoplaca sin tener que raspnar el adsorbente.

ELUCHROM. E1 equipo (Fig. 30) consta de seis jerin
gas que se llenan con el solvente de elucién con vAlvu-
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las individuales conectadas al recipiente qua contiene el
solvente(a). !lna base donde se colica la cromatoplasa (b),
lna placa q:e se coloca abajo de la cromatonlaca y que ayu
da a nresionatla (c¢), cabezales de pléstico donde entra el
1fquido de elucibn y sale la sustancia elufda (d), un sopor
te que se coloca sobre los cabezales (e), y tubos de vidrio
donde son recogidas las muestras elufdas (f).

~df

Fig. 30 ELICFROM

Como requisitos para la elucién las sustancias deben
estar separadas una distancia mayor de 2.5 ¢m una de otra y
su difimetro no debe ser may-r de 2 cm para cada zona elufda.

Despuds de la elucibn, las cubetas con los extractos se
separan del Bluchrom para su medicidn fotom&trica. Devendien
do de la velocidad de elucidn seleccionada, un ciclo comple-
to tarda aproximadamente 30 minutos.
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CAPITULO III

DETERMINACIONES EXPERIMENTALES

PREPARACION DE CRCHMATOFLACAS DE CELULOSA

En el comercio se encuentran disponibles cromatoplacas
de muy variados tinos, as{ como los materiales adsorbentes
para su preparacibén. Prepardndolas en el laboratorio ade--
mfs de\ ahorro en dinero, pueden seleccionarse de una manera
mfs amplia los materiales y reactivos para la preparacibn de
cromatonlacas mis adecuadas para un determinado método.

Material y equipo:

a) Aplicador manual para cromatoplacas

b) Placas de vidrio de 20 x 20 cm y de 10 x 20 cwm
c) Celulosa microcristalina DS-5, Camag (45 g)

d) Acetona o alcohol etflico (25 ml)

e) Agua destilada

f) Vaso de precipitados

<) Agitador de vidrio

Procedimiento:

Se probarfn espesores de 2.5 y 0.3 mm, Se lavan perfec
tamente las placas de vidrio con agua y Jabdan, se secan y se
limpian con acetona o alcohel etflico para eliminar cualquier
vestigio de grasa. Por otra parte se prepara la pasta en el
vaso de precipitados mezclando 45 de celulosa con 220 ml de
azua obtenichdose una pasta ligeramente espesa. 3é pasa ra-
pidamente 1la pasta al recipiente del aplicador :abiendo se-
leccionado previamente el espesor con la barre¥ fija ( 0.3 y
0.5 mm)., A-~tes de pasar la pasta al recipi nte se acomodb u
una pnlaca abajo de 81, Enseguida se empujan las placas de
vidrio una tras otra de una manera répida y uniforme.

(36)



Nasul tados:

Las cromatonlacas de 7.3 mm son irregulares en la capa
1e adsorbente y no pueden usarse,

v

Las cromatoplacas de 7.5 mm son satisfactorias.
Conclusiones:

El espesor minimo adecuado para cromatoplca: de celu=-
losa con este tivno de adcorbente y con este aplicador ¢s -
de 0,5 mm.

Observaciones:

La celulosa tiende fAcilmente a srdimentarse, por lo
que se recomienda mezclar la pasta inmediatament~ antes de
pasarla al recipiente del anlicador.

SEPAPACION DE VITAMINAS RIDROSOLUBLES EN UN COMPLEJO
"ITA"INICO

Fl uso de la cromatozrafia en capa delgada en la In--
dustria Farmac® tica e- una de las aplicaciones mhs impor-
tantes de la técnica, ya que este tipo de industrfa tiene
el compromiso lezal y moral de llevar un control total de
calidad de sus vroductos y d¢ mejorar la sensibilidad de -
sus métodos analiticos. En este asnecto, sobre todo en =
los filtimos 17 afios la Cromatografia ~n capa delzada ha si
do firmemente aceptada como un método de rutina universal.

¥l producto a analizar contiene las siguientes vitami
nas:

Mohidrato de tiamina, 7it. B
Riboflavina, Vit. B,
Vicotinamida -
Tantotenato de calcio
Clorhidrato de piridoxina, Vit. “6
Cianocobalamina, Vit. Hla

Acido ascédrbico, Vit C

1

Material y equipo:

a) “ro-=atonlacas de silicagel con indicador "V sin
activar

b) Gufa de aplicacibn de 20 cm

¢) Microjeringa de 2 ul

d' Chmara de desarrollo clésico

e) LAmpara de UV de 254 y %66 nm

f) Nebulizador de vidrio

g) Campana de extraccibn
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Peractlivos:

a) Metanol nuro

b) Solucién eluyrnte: Benceno, m-tanol, acetona, jc.
acético glacial (70:20:5:)

¢) Soluc:%n de yndoplatinato de vota-io. Se mezclan 45
ml de solucifn al 19 de 7 duro de potasio con 5 ml
de cloruro de platino al 5 % y se afora a 100 ml,

d) Solucibn al 0.1 % de clorimida de dicloroquinona en
etanol.

e) Ninhidrina al 2.5 % en etanal.

Preparacibén de 1a muestra:

3¢ tritura una grajea en un mort-ro, se disuelve en 5 ml
de metanol puro y se filtra. Los preparados de clpsulas sz 4
disuelven directamente en el metanol.

Procedimiento:

Se haccn anlicaciones de 0.5 ul de soluciones esténdar d
de cada vitamina y cuatro aplicaciones de muestra de 2 ul.
Después de la aplicacibn se d=ja evaporar el solvente por u--
nos minutos y se inicia el desarrollo en una chmara clésica -
sin saturar. El trayecto del solvente debe ser de 1% cm en -
la oscuridad.

Se saca la cromatoplaca, se deja evaporar 15 minutgs en
la campana de extraccibn y 10 minutos en la estufa a 90 C,

Visualizacibn:

La vitamina B, se reconoce bajo luz UV de longitud de on
da larza como una %ancha amarillo fluorescente.

Tas vitaminas B,, C y la nicotinamida son visibles como
manchas oscuras sobre un fondo fluorescente al observarse ba-
jo luz "V de lonzitud de onda corta (254 nm).

Para la identificaciédn de la biotina, se rocifa con la soQ
lucibn de yodoplatinato de potasio una banda tapando el resto
de la cromatonlaca., La biotina aparece blanca sobre un fondo
rosa despu’”s de media hora, se ven ademés la vitamina B, de -
color gris, la nicotinamida d&bilmente amarilla y la vilamina
C de amarillo mAs intenso.

Ctra banda se usa vpara la identificacibén de la vitamina
B,, se rocfa la banda con la solucién de clorimida de dicloro
qUinona, se deja reposar 10 minutos y se expsone a vapores de
amonfaco, la biotina se r~vela como una mancha de color azul.
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Después se calienta el cromatograma a 1€0 oC durante
20 minutos y se rocia en caliente 1la otra banda con la -
solucibn de ninhidrina al 0.5 % en etanol, se vuelve a c@
lentar durants un periodo més corto y el pantotenato de -
calcio se revela como una mancha violeta.

Resultados:

La separacién obtenida se muestra en el siguiente eg
guema:

s @®
i@ 4@ f -
c 0
e @
g ® .
ER @
1 2 3 4 .

SEPARACION CROMATOGRAFICA DE VITAMINAS

Valores de Rf.

a).- Vitamina B, - 0.000
b).- Vitamina C' - 0.27°
c).- Vitamina B, - 0,%15
d).- Nicotinamifla- 0.580
e).- Biotina - 0.75°
f).- Pantotenato

de calcio - 0,520
g)e- Vitamina B6 - 0.120

Conclusiones:
En algunos casos la visualizacibén de una separacidn
cromatografica, es necesario recurrir a varios métodos de

deteccidn o también a una combinacibdn de ellos.

Observaciones:

Cuando se emplean varios métodos o resactivos de de=-
teccibn como en el ejemplo, se hacen varias aplicaciones
y se visualiza en bandas, una para cada m“todo. Sobre
todo para analisis cuantitativo.
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IDENTIFICACION DE ANALUESICOS

La Cromatografa en cara delgada se utiliza también en
la Industrfa “srmac&utica de una manera semicuantitativa,
po ejemplo, se checa que una impureza conocida se mantenga
abajo de ciertos niveles de la siguiente manera: Se croma
tograffa 1a muestra y el estfndar por sevarado en la misma
cromatovnlaca y después del desarrollo se compara el tamafio
de las manchas para jusgar si la impureza excede 0 no los
limites establecidos.

La muestra a analizar contiene los siguientes analgfsi
cos:

Cafeina
Fenacetina
Azido acetilsalicilico

Material y equipo:

a) Cromatoplacas de silicagel con aglutinante e indi
cador

b) Gufa de aplicacibén de 20 cm

¢) Microjeringa de 5 nl

d) CAmara de desarrollo Sandwich

e) L&mpara ultravioleta de onda corta (254 nm)

Reactivos:

a) Metanol
b) Solucidn de desarrollo: 3Benceno, &ter etflico, &-
cido acético slacial, metanol (120:60:18:1)

Preparacibn de la muestra:

La muestra se tritura en un mortero, se disuelve en 5
ml de metanol y se filtra.

Procedimiento:

En una cromat.;placa se aplican cada uno de los esténda
res (1 pl) y en otra se aplican distintas cantidades de mues
tra para checar variaciones en los valores de Rf con distin-
tas cantidades de muestra, 0.5, 1.0, 1.5y 2.5 nl. 3Se deja
evaporar el solvente de la muestra, sc forma el sandwich -
con otra placa de vidrio, se sostiene con pinzas y se intro
duce el el recipiente del solvente.

53 desarrollo tarda entre 45 y 60 minutos, viajando el
solvents una distancia de 12 cm. se saca la cromatoplaca,
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se deja evansrar el solvente y se observa bajo luz ultravio
‘eta de onda corta (25, am)., Los compuestos aparecen como
zonas oscuras,

Visualizacibn:

Los tres compuestos son visualizados observando la cro
Mmatoplaca bajo luz "'V de 254 nm,

Después de la separacibn y visualizacibn, se calculan
los valores de Pf y se procede a la identificacién de los
componentes por medio de tablas ¢ cromatografiando comnues
tos esténdar.

Resultados:

La separacibfn ~romatozrAfica obtenida se representa en
el sisuiente esquema:

Frentz icl
]l solvente
. P e & LI} . ‘
[] ¢ a8 » o § b ’ ’
T.97 ;
inea <e
[ 4 o e 1 a2 e & @ ° 0
apliczaidn

V=lores de Rf

Cantidad de muestra Cafefina Fenacetina Ac acetilsalici

(nl) lico.
0.5 0.115 0. *R8 0.¢30
1.0 0.115 0.3% 0,630
1.5 0.115 0. 38y 0.6%0
2.0 0.115 0.420 0,634
2.5 0.115 0. 40% 0.638
5.0 0.115 0.408 0.638
7.5 0.12% 0.415 0.623%
10.0 0,132 2.415 0.615
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Conclusiones:

Los valores de Rf varfan ligeramente con la cantidad
de muestra empleada. El modo de variacibén depende del ti
po de compuesto, Por lo tanto, si cabe alguna duda con -
respecto a la identificacibén por medio de los valores de
Rf, es recomendable comprobarla por medio de compuestos -
esténdar.

Observaciones:

Antes de observar bajo luz UV es recomendable elimi-
nar primero todos los vapores del solvente, de otra mane-
ra suelen aparecer dos frentes del solvente o puntos flug
rescentes en la cromatoplaca. El doble frente puede ser-
debido también a que la pronoréibén de solventes en el sis
tema de desarrollo no es correcta,

SEEARACION Y CUANTIFICACION DE FENILALANINA EN UNA
MEZCLA DE AMINOACIDOS

La determinacién de aminoicidos contenidos en las pro_
tefnas de los alimentos es de gran interes, especialmente
en los filtimos afios después de reconocer su importancia =~
con respecto a la especificidad nutritiva que juegan cier ~
tos aminofcidos #n el crecimiento, en la reoroduccibébn, -- ~
lactancia del hombre y de otros animales. Actualmente el.
analisis de aminofcidos es comfin en alfalfa, algodon, 2 __
rroz, avena, cacahuate, carnes, cebada, centeno, trigo etc.

L.os aminohdcidos pueden analizarse por Cromatograffa
de napel, de capa delgada, de gases (formando derivados -
previamente), de 1lfquidos de alta presibén, etc. Por Cro-
matografia en capa delgada se obtienen separaciones con
buena resolucidn y alta reproducibilidad, la técnica es -
bastante sencilla y actualmente es posible obtener resul-
tados cuantitativos con la exactitud y preci-ibn que los-
obtenidos por técnicas mAs sofisticadas como la Cromato--
grafia de 1fquidos de alta presibn.

Material y equipo:

a).- Cromatoplacas de celulosa microcristalina DS-0
Camaz de 0.5 mm de espesor y de 20 x 20 cm.

b).- Cémara de desarrollo clasica

c).- @Quia de apnlicacibn

d).- Microjeringa de 5 ul

e).- Nebulizador de vidrio

f).- Estufa de secado

g).- Densitémetro

h).- Registrador

1).- 1Intezgrador de disco
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Reactivos

a). Soluciones est&ndar de fenilalawina de 0,2, 0.4,
0.8, 1.2, 1.6 y 3.2 % en isopropanol al 10%

b) Solvente I: Cloroformo, metanol, hidréxido de a-
monio al 17% de NH, (2:2:1)

c) Solvente II: Hotangl, agua, piridina (20:5:1)

d) Revelador: Ninhidrina al 0.3% en n-butanol con 3
ml de Acido ac&tico glacial

e) Isopropanol al 10%

f) Solucién de elucibn: 5 mg de sulfato de cobre se
disuelven en 100 ml de etanol al 80%

Procedimiento

En una de las cromatoplacas se hacen aplicaciones de
fenilalanina de 5 , 10, 20, 50, 40 y 80pg,se deja evapo--
rar el isopropanol y se coloca en la chmara de desarrollo
saturada por una hora con el solvente I, Cuando el frente
del solvente recorre una distancia de |2cmse sata la croma-
toplaca, se deja evaporar el solvente a tempargtura ambien
te durante 15 minutos y luego se calienta @ 90 C durante
15 minutos para completar la evaporacifn.

En otra cromatoplaca, en el extremo ianferior izquier-
do se aplica la solucibdn mezcla conteniendo fenilalanina,
histidina, lisina y leucina., La aplicacibn se hace de 2.5
nl de la solucibn de concentracidén desconocida. Se coloca
la cromatoplaca en la cfmara de desarrollo saturada por u-
na hora con el solvente de primera dikmensibn, se deja que
el solvente suba una distancia de 12cm marcada con anterig
ridad. Después de terminado el desarrollo se deja evapo--
rar calentando cuidadosamente y se inicia el segundo desa-
rrollo en direccién perpendicular al primero.

El revelado se haee rociando la cromatoplaca con la
solucidén de ninhidrina, de una manera uniforme a una dis =
tancia de 30 cm aproximadamente. Las zomas de los aminof-
cldos se revelan cogo manchas de color violeta después de
calentamiento a 110°C durante 20 minutos.

RESULTADOS :

La separacifn obtenida se ilustra en el e=quema de Se
paracién bidimensional de aminofcidos.
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SEPARACION BIDIMENSIONAL DE AMINOACIDOS

VALORES DE Rf

la. Dimensibn

a)._ Lisina - 0.836

b)._ Ristidina - 0,865
c¢)._ Fenilanilina - 0.943
d)._ Leueina - 0,952

CUANTIFICACION POR DENSITOMETRIA

2a. Dimensibn

Lisima = 0.030
Histidina - 0.255
Fenilanilina- 0,721
Leucina - 0.824

La Densitometrfa es un m8todo en el cual, la absor

bancia o fluorescencia de una sustancia puede ser determi
nada directamente de la cromatoplaca.
de sustanclas coloreadas pueden utilizarse un densitébme--
tro que mida la absorcién de luz en la regidén visible.

En cuantificaciébn

El densitbdmetro usado se ilustra en el siguiente es-

quema :

6
- e 7
3 U N N - o /B

£ : //f<f/////
5 5 S5 19

. el == a8 o
2 e
q g N
- | ] 2
5 4 I3
DENSITOMETRO
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(1) Protector de luz, (2) Botbén para la colocacibdn del ce=-
ro, (3) Botén para la colocacibén del 100% A, (4) Medidor
para la colocacién del cero, (5) Compartimiento para la =
fuente de luz, sistema bptico y fotosensor, (6) Selector
para la direccidém de barrido, (?7) Botén para finalizar el
barrido, (8) Selector de la velocidad, (9) Botén para ini-
ciar, (10) Interruptor maestro, (11) Interruptor para el
retorno automtico de la placa, (12) Interruptor para el
cruce autombtico de la placa, (13) Botén para fijar y sol=-
tar 1a cromatoplaca, (14) Botdén de enfoque, (15) placa mb-
vil.

DIAGRAMA DEL SISTEMA OPTICO

(1) Fuente de luz, (2) Colimador, (3) Apertura de la rendi
ja, (4) Filtro, (5) Espejo rotatorio, (6) Espejo fijo, (7)
Cromatoplaca, (3) Fotosensor,

Procedimiento

1._ Se conecta el interruptor maestro, se hace movi -
ble la placa de barrido y se empuja hacia la derecha.

2._ Se selecciona la ranura adecuada dependiendo del
tamafio de la mancha, y se inserta en el portafiltro c¢olo--
candose conm la ranura hacia la fuente de luz.

3._ Se enfoca la imagen de la ranura sobre la cromato
placa usando el botdn de enfoque.

L. Determimar el origen del barrido empujando la pla
ca hacia la izquierda hasta que la ranura atraviesa una &-
rea blanca a pocos mm de la la. mancha a ser analizada. --
Se selecciona la direccién del barrido.

5._ Selecclonar la velocidad deseada de barrido
(3 cm/min.)
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6.~ Se ajusta el cero con la ranura en una zona blan
ca de adsorbente y el 100% con la mancha d- coloracién més
intensa.

Se selecciona la velccidad del papel en el registrador
(20 mm/min).

Se presiona el botbn de emnezar.

Resultados:

El cromatograma obtenido muestra picos de diferentes
&reas y cuentas con el integrador de disco corresFondlentes
a las diferentes cantidades de muestra aplicada. (Cronm. No

Conclusiones:

Gracias al uso del integracor de disco se obtienen re__
=ultados aceptables a pesar do que los picos en el cromato-
grama no tienen una forma corpletamente regular. FPor méto-
dos manuales el error en la determinacién se verfa aumenta-
do.

Observaciones:

. Los aminofcidos también pueden determinafse por elu--
cibn usando como solucibdn eluyente 5 mg de sulfato de cobre
en 100 ml de etanol al 80% y leyendo la densidad 6ptica a
510 nm,

Para la cuantificacibn dansitométrica, es recomendable
guardar las cromatoplacas en la oscuridad y con algln prc=-
tector desecante si la determinacifn no se hace enseguida
de la visualizacibén. De esta manera, los colores permane-
cen estables por algunas semanas.

CUANTI-ICACION DE COLORANTES PCR DENSTITOMETRIA Y POR
ELUCICN.

Una gran cantidad de agentes colorantes naturales y
sintéticos se han usado como ad.tivos en los alimentos na-
ra mejorar st apariencia, generalmente en cantidades que va
rfan de 1-300 ppm. En afios recientes, en la 8a. sesibn de
la FAQ/WHO el comité de expertos en aditivos de los alimen-
tos, examinb desde el ounto de vista toxicolbgico los 160
colorantes y los clasificbé en diferentes catesorias, de ma-
nera que actaialmente la lista de colorantes vermitidos en
alimentos est& limita a a unos cuantos. Como son la tartra
=ina (10140), el amarillo FCF (15925) y el purpfireo (16185),

Material y equipo:

a).- Cromatoplacas de silicagel activada por 60 minu-
tos a 1°0“
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C&mara de desarrollo clésica
Gufa de anlicacibn
Microjeringas de 2 y 5 ul
Densitbdmetro Camag
Registrador

Integrador de disco

Eluchrom de Camag

Fotémetro Linson S

H o om0 Ao o
Nt Nt N N N N N
.

[}

Reactivos:

a).- Solvente de desarrollo: benceno

b).- Solucién de elucibdn: Metanol

c).- MMezcla de colorantes: p-dimetilaminoazobenzol,
aminoazobenzol-azo-naftol (Sudan III), benzo-
quinona-p-hidroxifenilamina (Indofenol), aming
azotoluol.

Procedimiento:

Se hacen aplicaciones de 0. , 1.0, 1.5, 2.0, y 2.5 ul
de la mezcla esténdar de colorantes sobre cromatoplacas -
de silicagel. La proporcibén de cada colorante en la mez-
cla es la misma. FEl desarrollo se efectfia en una clmara
clisica usando benceno como solvente durante 30-40 minutos
aproximadamente. La separacibén es bien definida.

Determinacidén densitométrica:
Condiciones:

a).- Filtro K5 nara las fracciones rojas y amari -
llas y K~ para las fracciones azules

b).~ Veloclidad de 1a cromatoplaca- 3 cm/min

c).- Salida al registrador- 100 mV

d).- Velocidad de la carta - 20 mm/min

Se analiza cada colorante por separado y se obhtie -
nen sus respectivos cromatogramas donde cada pico corres
ponde a una determinada cantidad de colorante.

El procedimiento es »1 descrito en la determinacién
de fenilalanina,.

RESULTADOS: (Cromatogramas * y L4)

Cantidad de muestra Cuentas
(ul) p-dimetilaminoazobenzol Indofenol
0.5 1400 100
1.0 1630 650
145 1900 800
2.0 2120 1030
2.5 2300 1240
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Determinacién por elucibn:

1.- Después de' desarrollo, las manchas de los com
puestos se aislan del resto de 1la cromatonlaca por medio
de un accesorio (751000-5) de un didmetro igual o mayor
al de la cabeza de elucidn.

2.- La cromatoplaca se coloca sobre la mesa del E-
luchrom y sobre cada mancha se acomodan las cabezas de -
elucibn, es importante que no tengan contacto con el ad-
sorhente. Sobre las cabezas se pone un puebte, ensegui-
da se baja la palanca sujetando con fuerza la cromatopla
ca contra las cabezas. Los tubos capilares se introducen
en las cubetas para recolectar la solucién.

3,- Se conecta el switch seneral, las jeringas se
llenan con el 1fquido de elucibdn y se inicia la.elucibn
a la velocidad n&s baja, oresionando el botbn de inicio.
Cuando aparece la primera gota de solucibén se presiona -~
el botdn que pone en cero el medidor. Se selecciona el
volumen total de elucién asi como la velocidad y se vuel
ve a presionar el botbn de inicio. La elucibn se detie-
ne automlticamente cuando se ha llegado al volumen marca
do.

Condiciones:

Volumen de elucidn - 2.5 ml
velocidad de elucibn - 0.25 ml/min

Lecturas fotométricas en absorbancias:

microgramos p-dimetilaminoazobenzol Indofenol
0.125 2.776 0.019
0.250 0.011 0.0*1
0.375 0.027% 0.046
0.500 0.035 0.060
0.625 0.016 0.074
Muestra 0,095 0.017

Las curvas de calibracibdn obtenidas se muestran en
seguia:

RESUI,TATOS: Comparacibn de resultados

Método p-dimetilaminoazobenzol Indofenol
Densitometria 2.024 ug/ul 0.156 ug/ul
Elucidn 0.199 " 0,105 "

Con aplicaciones d=2 1 ul de solucibn =uestra.
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CONCLUSIONES::

En esta separacifn los dos métodos tiene aplicabili--
dad similar.

OBSERVACIONES:

Puede usarse el método de Flucibn siempre y cuando --
las manchas estén completamente separadas entre sf{ y de un
tamafio menor que el didmetro de las cabezas de elucién.

El método densitométrico es més fitil en aquellos ca--
sos en donde la separacifn no es perfecta y es indispensa-
ble cuando las aplicaciones se han hecho en forma de banda,
aderfs es mAs sencillo y répido,

(49)
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

Actualmente con los avances obtenidos en la instrumen
tacifn, la Cromatograffia de capa delgada es una técnica -
con enormes posibilidades de separacibn teniendo como con=-
secuencia un extenso campo de aplicaciones,

Usando por ejemplo la Cromatografia de capa delgada -
de alta resolucidn pueden separarse hasta 4O componentes -
obteniéndose resultados altamente reproducibles controlan-
do electrfnicamente todas las condiciones de operacibm, lo
cual es una gran ventaja, ya que al igual que en cualquier
otra técnica, la principal razbén de una reproduc_ibilidad
pobre en los resultados es la falte de control durante el
proceso,

El control en las operaciones abarca desde la prevpara
cién de las cromatoplacas que deben tener un grado de con=-
sistencia uniforme para obtener ‘revrdduc_ibilidad, ya que
de otra manera, el frente del solvente no viaja horizontal
mente uniforme, Usando preferentemente el aplicador auto=
mitico se obtienen cromatoplacas estandarizadas de alta ca
lidad,

La aplicacidn de la muestra es un importante factor -
en analisis cuantitativo ya que influye en la linealidad
de las curvas de calibracién, el equipo que ha demostrado
tener una mayor precisibn y exactitud es el Linomat III -
que aplica la muestra en forma de un fino spray ya sea co-
mo mancha redonda o como bandas. El Chromatocharger es -
mAs fitil en caso de analisis cualitativo aplicando la mues
tra en forma de bandas largas.

En lo que se refiere al desarrollo de la Cromatogra--
ffa, el m8todo mls satisfactorio y que presenta un campo
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de aplicacibén todavia mayor es la Cromotograffa circular -
de alta resolucibén en la cual se obtienen resultados simi=-
lares a los proporcionados por la Cromatograffa de 1fqui-=-
dos de alta resolucién con la ventaja del bajo consumo de
solvente, solo se necesita 1/1000 de la cantidad normal, y
del material adsorbente solo se usa 1/60 de la cantidad en
Cromatograff{a convencional y del corto tiempo de analisis.

En aquellos casos en que se desconocen las cantidades
6ptimas es fitil el uso de la chmara Vario-KS ya que pueden
probarse diferentes sistemas de solventes simulténeamente,
diferentes grados de actividad y establecer gradientes de
preacondicionamiento en direccién paralela o perpendicular
a la Cromatograffa.

En separaciones mls sengillas, en las cuales las con-
diciones de operacibn han sido nstandarizadas y es necesa-
rio un control moderado sobre el n»roceso, puede recurrirse
a la clmara Bandwich preferentemente a la clmara clésica
ya que usa solo 1/4 del sovente necesario en la chmara clé
sica., El grado de separacién, la reproducibilidad y los
tiempos de analieis son muy parecidos em estas dos clmaras.

En visualizacibn, la escasa fluorescencia propia de
los adsorbentes inorghnicos facilita la identificacibn de
las sustancias observlndolas bajo luz UV,

Para la determinacién cuantitativa por densitometria
es necesaric que las sustancias tengan propiedades 6pticas
adecuadas. Se mide absorbancia si la longitud de onda ade
cuada est& entre 200-750 nm, fluorescencia si la longitud
de onda de la luz emitida después de la excitacibén est& en
tre 405-750 nm, y disminucién de la fluorescencia cuando
la cava contiene un indicador fluorescente, el cual es ex
citado con luz de onda corta (254 nm) y las sustancias que
absorben a 254 nm son determinadas por la supresidén de la
emisién a 540 nm.

Aquellos compuestos que pueden ser determinados por
medicién de la absorbancia o de la fluorsscencia, es reco-
mendable lo 1timo por su mayor sensibilidad y reproducibi
lidad, Fl tiempo requerido para un analisis densitométri-
co es de s0lo unos minutos, con reproducibilidades de 95-
97 %.

Por el método de elucidn pueden cuantificarse todas
las sustancias que puedan ser completamentec eluidas o ex--
trafdas del adsorbente y gque puedan ser determinadas poste
riormente. Pricticamente siempre es posible usar este mé-
todo. FEl tiempo requerido es de 2-5 minutos y se obtienen
reproducibilidades de 99 %.
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El equipo disponible comercialmente se perfecciona ca
da vez mAs y hoy en dfa, es posible el intercambio de da--
tos con la Cromatograffa de 1{quidos de alta resolucién.
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CAPITULO V

OBSERVACIONES

La Cromatograffa en capa Jelgada es una técnica impor
tante, sobre todo si se usa en combinacién con otras técni
cas cromatogr&ficas. Por lo que se recomienda que sean es
tudiadas y evaluados en forma conjunta. La Cromatografia
en capa delgada puede evaluarse con las siguientes caracte
risticas:

a)._ Simplicidad:

El equipo utilizado es sencillo y relativamente bara-
to, la técnica es simple y pueden obtenerse resultados bue
nos afin por operadores no experimentados.

b)._ Resolucién:

La resolucién obtenida es realmente buena, scbre todo
en la cromatograffa de capa delgada de alta resolucibén, --
donde se tienen separaciones hasta de LO componentes en u-
na distancia de 5 cm. En Cromatograffa convencional, don-
de la resolucibn es menor, logran separarse 10 compuestos
en 5 cm,

¢)._ Sensibilidad:

Usando el método de deteccién apropiado, es posible -
detectar cantidades del orden de femtogramos y picogra--
mos por alta fesolucibn, por el mé&todo convencional pueden
detectarse cantidades de 0.001 nanogramos. Aunque cada -
sustancia tiene un 1imite de deteccién provio, estos por
lo general son muy bajos.



d)._ Escala:

Aunque el proceso es esencialmente una microtécnica,
el tamafio de la muestra es perfectamente manejable. Ade--
mAs 10s intervalos de concentracién varfan ampliamente y
en una misma cromatoplaca pueden separarse desde 0.5 mng -
hasta 5 mg.

e)._ Precisibn:
En condiciones de operacién 6ptimas y usando ya sea

el método "im situ'" o el mé&todo de eluciédn pueden obtener-
se reproducibilidades mayores del 99 %.
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