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A LA ES-:I:~LA DE CIE'!t;IAS rpU'T-: AS 

A ~I'3 MAESTROS 

A MIS C014!'AftEROS y AMIGOS 

ryeseo hacer presente mi a~rad cimiento a I'TSR~ACI O~AL 
CIE"TTFI ~A y en es!' cial al Tdl. MA'llJEL lI[l.:!W "or habermp 
permitido re9~rtar este trabajo. 



A JORGE con amor. 

A la personita mAs bella: 

~i hijo RUGO. 



OBJETIVO 

Eate raparte tiene por objeto presentar laG avances 
que se han tenido en la instrumentación en la técn~ca de _ 
CROt'lATOGRAFIA EN CAPA DELJADA, las ventajas de ellos y s~ 
.~lar que un instrum~nto automático no solo ahorra trabajo 
y tiempo al quimico, sino que muchas veces analisis que 
no son posibles con equipos sencillos dan resultados mucho 
más satisfactorioa con jnstrumentos más completos. 

Las ilustracione~ fueron obtenidas por cortesia de 
las citadas compaftias. Debido a la gran variedad del equi 
po y manufacturas de los productos, este reporte se ve li: 
mitado a aquellos que presentan los más recientes avances. 

La mención de una compañia en particular no deberá 
interpretaree como una recomendación, asimismo el hecho de 
que no se mencionen otras marcas no quiere decir que ~staG 
no GRan recomendables. 



l. ~RI~CIPI('S 

De finici6n 
r'rinciol'"ls 
'~'l!cnic~ 

TEVAPTO 

TnGtrume~tac160 en la nreoaraci6~ de cromatoplacas 
" " " aplicaci6n ce la 'lluestra 

" el d"sarrn11o cromato;r~fico 
" la visualizaci6, 

·na1isis cuantitativo 

nI. APLI"A ':IC:,~') ~PA ~ '!'ICAS 

Freparaci6~ de cro~atJ lacas 
Separación d vitaminas 
Tdentificaci6n de an~lgl!sicos 
~uantificaci6n de r ~ ni1a1anina nor Denslto'lletrla 
ruantificaci6n de colorantes por ~lución y Densltometrla. 



CAPITULO I 

PRINCIPIOS 

DEFI~ICION: La CroRatograf1a puede definirse como 
una t~cnica de separación ana11tica efectuada en un siste­
ma formado por tres componentes: Una fase móvil, una fase 
estacionaria y la sustancia a ser separada. (1) 

La Cromatograf1a en capa delgada en particular, se 
define como un m~todo de separaci6n nsicoqu1mica donde la 
~ezcla en solución es transportada por un solvepte sobre ~ 
na capa delgada de adsorbente. Durante el arrastr& los co~ 
ponentes que constituyen la mezcla quedan retenidos a dif~ 
rentes distancias. (2) 

PRINCIPIOS: Durante la separaci6n cromatogrAfica, 
las distintas mol~culas que forman la mezcla son arrastra­
das sobre el adsorbente o fase estacionaria por el solven­
te o fase móvil a diferentes ~elocidades dando como resul­
tado zonas bien definidas y separadas entre 51. 

Los fenó~enos que intervienen durante el desarrollo 
son : Los fenómenos de adsorción, de partici6n y en algu-­
noo casos int6rcambio i6n1co, al predominar uno u otro ti­
po se clasifica la Cromatogra!1a en : 

a). CromatoGraf1a de adsorción 
b).- Cromatografia de partición 
c).: Cromatograf1a de intercambio iónico 

~n cualquiera de los casos, el grado de Beparación 
depende de cuatro propiedades del sistema 

- Velocidad de flujo del solvente 
- ~olubilidad de las sustancias 
- 'en6menos de adsorci6n 
- Fenómenos de partición 



• " vel oe ldad 4~ fl'J iO ~el ~~Jl '/<> nt" "3 1,:11'11 "r \ t~"ne; 

l' ~ C l ~~uestoR nrraentes , 1enenrte so lo del ro4a r rte "l~ei~~­
~()l ~o l1f()nte y de 'l.3 11 tllr:l1 e ~,"l : ,1 é\(hOr""'nLe. 

l,a solu"ili,',rl 'e 1:::' e ' 'D;) o~cn t "S '11 el ' l 'J~'1 t '' s u­
noie 1 0<- fa,ctorAS ,;Il e in' ,> r'¡j ,'n ,~1 111 ':r'"" raei "~no i u~\ -
comrue~to '5 mu.v ::1 ] ';hle " n el sol vent " se d s'la "ar:¡ "3..,11, 
me~te y :J.p:lreecrá e'1 la :"'3.rte c'I"'''r10r : ', 1 :: r0"1,.., to~r ""'" c ' r­
C'.l l el frPtlt e ~el s'] 'l"nte, .'; r1 "'')!' pl C01t r '.¡ri,~ "S rplat i­
vam ',n te i:lso'. uble se que dará cerc'1 de la apli c ac i~:1 1, la 
!'\ues tra. 

El t'e!1-)'Dc:1.o "'e "il rti ~ i6n :on-ict~ ~'1 el -P ..,"'":o le un­
c ,) rnpu ''i to entreios solventes 11JP no ;Jon ~i ;ci:l1es , I'''l '1r --
li 2-:10sf' de l'Ieu (: r 10 .., su :301lJ'li' i Ind '2n ca:h 1ln "13 olla . 
En una sepa rae '6n cro"'a t (l -r<.riea 'P efect6a 11:1 "r¿¡n n' .. rJ -
sucf'sivo ~e re ~1rtos. 

Por -'rlsoreión SL' c:'lti"'n!e f: ,;ica:~ nt " , '1 fc-:6"1"1O 1,)­

~nri 'l uecim1 u '1to de un" -J st. , l,:ia -;'l-rqsa ') en -,luci",~ [oh :-c 
1, :-:une rfici" li'11i1e 1e una f3se, y'o r e:e',lplo ro'rE' l..~ r';n :­
fieie i", m --:61iio . En "" te ti '1 rj ,' rrom"t o: ra f { éI 'a fa '" "5 
tacio naria en un ~~ lido y,;ol o-o ti",,;e un-iste::¡a :1" ~n l VP!:. 

te s . (3) 

r,RO~'A'!'OG'RA1"IA !),:: ADSOPGI01. 

En Cromato~rafia ~e a1--:orci6n, nI ~ro~"so 1e ~j~orc1~n 
f:e "'l'11;:>leta cUI'I ~ 30 e,:i ", t o un "''1'1111.'1?-:0 '1ue ~ eY ",nde "''' la 
trmn~ ratura, ~ ~n cpnt~aei6n v ia 11'1 Preni~ ~ ~ al ",so rle 10'1 
'~'1sp s. En Cror.latosr'lfi, d", (:!i a rlpl.:;a~é\ ,,1 ,,)"OC' sr¡ se "'ue'ie­
cc n s:1e rar ~ ~ rm~eratura e0 ns ~a nt e. El pr'e~so cto 11qor"i~n­

r e rc""!'c<'cnta 'l1e rl iante llna iRoter.,.a "" , dsor ':i.0n , 'lU" ,,"¡ la­
r.urva obt onida al gra~icar la cone n' ra<::i.~n ,, ~ 1., '"'1-'" "st'l­
c< i ".,n, r13. "'s . la co"'c p ntrl"ci6n en 1" f'l.re "'~',i~ , 

ISOTSR).!A nE A T),'iO R": ro': . 

') 



La curva presenta un tramo lin~al a bajas concentra­
ciones. En esta zona el coeficiente de adsorci6n permane­
ce constante. 

(Ec. 1) 

donde CA Y Cs son las concentraciones en el adsorbente y 
en el solvente respectivamente, y K significa el 
coeficiente de adsorci6n. 

La sustancia en cu sti6n se desplaza una distancia 
que depende de la inclinaci6n de la curva de adsorci6n. 
El proceso total estA fundado en un cambio de adsorci6n y 
desorci6n. Si la curva estA pr6xima al eje de las absci-­
sas, el desplazamiente de la sustancia es rApido, si se a­
proxima al eje de las ordenadas, entonces la sustancia se 
desplazará lentamente y luedarA c erca del lugar de la apli 
caci6n. 

Cada adsorbente tiene una determinada capacidad de ag 
sorci6n. Con cantidades de xuestra superiores al limite 
de adsorci6n se obtienen manchas alargadas en direcci6n al 
origen. Esta formación de "cola" es menor cuanto menos 
sustancia se aplica. 

En este tipo de Cromato~rafia, las diversas ,ustancia3 
del sistema co r" piten por lo sitios de ad 'c orción, por 8S0 -

aqui las v ~ l.cidades de ctesplazami e,to dependen mucho mis -
de las impurezas más comunes e l el agua porqu e A-ta ocupa -
los sitios de adsorci6n, pOS tal raz6n las placas usadas ,! 
berin calentarse a 101-110 e para eliminar 1 agua. A es­
te proceso se le llama "Acti"aci6n". 

Entr p ~ay o r sea el erado de actividad ~nl , ¿sorbente -
mayor ser' su "O ler de adsorción. En al~un 3 casa 3 en 'os 
cuales es necesario un determinado gracto de actividad, la 
capa de adsorbcnte s pone en contacto con vaP Jres je ajen 
tes deshidratantes como 1 4ci '. 0 sulfúrico. (Itl 

La Cromatografía de ads0rci6n e ,; eS¡:h cialm"nte (¡til p~ 
ra las s uparacio:18s de la ;ngy Jrí:l de l os compu "¡ tos de nat!1 
raleza lipa {liea, Gomo por eje~plo: Aceites e s enciales, á 
cidos graso , antioxidantes, aldehí 'os aromiti os, coloran: 
tes compu 8stos h~teroc{clicos oxi : en a do . , com ou c sto ~ orslni 
cos sulfurados, s teroi es, fenoles, mezclas de 11pi los deT 
Buero, glic~ri os, tri~licAri )6, fo . fol{piaoi nucl~6ti l os' 
al ~ uno pesticidas fo ' forados, vit 3.'~i na:; li ~(! 101ubl 8, etc. 
e 5,9) 

( ) ) 



CRCmATOGRAFIA DE PAPTICION. 

En Cromatografia de partici6n predomina fundamentalme~ 
te el fen6meno de reparto, las fases m6vil y estacionaria 
est~n constituidas por dos sistemas de solventes. En este 
caso el s61ido adherido a la placa de vidrio funciona únie~ 
mente <Omo medio de soat~n a la fasa estacionaria que gen&-­
ralmente es un liquido polar. Cuando la fase estacionaria 
es un solvente no-polar corno por ejemplO una parafina, la 
Cromatografia se denomina "de partición de fase inversa ó 
invertida". 

El equilibrio de reparto de un compuesto est! determi­
nado por la ecuación de ~ernst, la cual establece que : 

(Ec.2) 

donde : Cl y C2 son las concentraciones de reparto en las 
dos fases y,( es una constante ó coeficiente de reoarto, 
del cual depende la' velocidad d-e desplazamiento. (.J) . 

Por Cromatogr8fia de reparto suelen separarse un gran 
n6mero de compuestos hidro!ilicos corno por ejeoplo : Acidos 
carboxilicos, alcoholes, aminas alifáticas, amino!cidos y 
derivados, analg~sicos, antibióticos, carbohidratos mono y 
disacáridos,algunos esteroides, nucleótidos y 01igonucle6t~ 
dos, vita:ninas hidr060lubles, etc. (5, q) 

Para la selección de adsorbcntcs v solvente 3, o sea 
del tipo de ~romatografia para una separación en particular 
es i~port~nte tomar en cuenta las propiedadeG mis sobresa-­
lientes de la mezcla a separar. 

CONSIDEPACIC~ES A~ERCA D~ LA ~U!JTRA. 

Las sustancias adsorbidas o adsa rbatos, se lig~n a la 
superficie del adsorbente por medio de fuerzas electro6tAt~ 
cas . En el adsorbente, la red cristalina se encuentra uni­
da tanbi5n por fuerzas electrostlticas, las cuales act~an 
en parte hacia afuera constituyendo asi los sitios activos 
de adsorción. Por lo tanto, la polaridad d9 las moléculas 
determinan la afi~idad del ads0rbe~te por 10 3 compuestos. 

La afini dad dpl adsorhe~te por los compuestos aumonta 
en el sibuiente orden : 

r.ompuestos con doble ligadura, halogpnados, cetonas,~ 
~st"rcs, aminas, a~inolcidos, éte r es , alco~01e 5 , 6cidos -
carboxilico~, etc. 

(4 ) 



l' "',:1'- T'" .,',e lo~ h1.r:l -o(',~buros s'1tur,rlor -'0:1 !l'lCO ') 

n'l"a a"' .so r ~'i-¡r'G, 'umontan rJo 511 a fi n1d'1~ C:O'\ 1" ntrorluc-­
ct'n dr) e nlac e¡ ~obl'1s, t'\n :o mA', C' arito ':layor pe¡ ] n(¡me­
r ') ~ e 1. i ,¡ o '1 ~ U e , u rJ; n t a 1. .:) r él 'u' t él n ,.¡ o. no 1 " ri 7, "1 C i ') n • 

t'n 'IV) m01 "G ula c'm ',-r'oc¡ j'unos f·Jn 'ion"ll o" , c'lda­
~-ll"'') }!'1"e su n' ria .:ontrilluc ión a la :),r ' ni 'hd tot"l, ~un 

'lu e la '~ él 'nituri -¡ la cnntr'lbu,-i0n rl enen '{ r,j -le las l'Josi-= 
c"nep, ie lo s -:-ur0S. ".,1, si los :;r'.l;Jo e "st!m '1!. ~ 'a'lo s, -
;''1 c,~ntri:,uc16n ne un G-u-,c men08 polar no pro 'uc1 r,'l un'l -
rlif rpncia a o r ~ ciable en la afinida~ de la molécula no r el 
a,;s1rbente. Si los ~rU'0 S ~st'n c erc a entre si, lo 3f1ni­
~'"l'" de J~ ~ol~'ula serA i:ual él la e¡u~a 1e la s contribuciQ 
nes i..n'livi 'ual es . 

,\rl em!. - ele la ')01Il rid'l. el!' la molé cu l !l , son importan­
tes 1'1 -e:0 mole 111'1- y l~ " c: tr i buci6n ~eom' ':.ric& "n el -
p.';"'acio. Camb ~os ~ n ,,1 ..,eso molec ,lflr af"c tan muy poco -
l., n ' inidll ' de l c ompu " .. -t o pOI r l a.i';.rbente, r'ro s i tiene 
una ~ran inrlu ncia en l~ sol ubilid ~d ~e l as molAcul.s en­
·~ l solv"nte. Por (¡ tra !,'1~te, -ambios n la distribución 
~eo métrica si afect a la afinidad ne adsorci6n, porque el -
nrocpso de adso rció ~ que inv olucra el empacado de molAcu -
las so~re la superficie ie l adsorbente es u~a cuesti6n de­
.;eor:Jetria. 

De acuerdo con lo anterio r y dentro de ciertos limi­
tes es posible predecir qué adsorbentes y medi os de elu -­
ci6n son a~ecuados para la separación de una 1eterminada -
sustancia. 

Generalmente s i 3e utili ~a un adsorb en te fuerte (muy 
activo) se req ~iere un eluyente de fu erte poder de eluci6n 
y viceversa. 

Aunque el número de adsorbentes es relativamente 11-
'r, i tado, fl S posible obt ener di ferentes 3rados de adsorci6n­
con un tratamiento previo aiecua~o. Por otra pa rte, existe 
un eran número de medios de eluci6n que son usados. (6) 

COl>J)ID:':RACIO~-:S J\C SctC A DEL ADSORB".NTE. 

Sn r,ro mato~rafia en capa delgada ~uede US'1rse cual-­
q ~ie r adsorbente de los us ~das nn Cromatografia de columna 
~e ro con ta~a~os de part1cula mu cho menores. 

L03 ar.sorbentes más comunes són: L ~ ~ili~ag~l o áci 
do f;i lid.co , ó'ddo de RluT.inio o alú'11na, kiese1 311hr , celu 
1 o<:~ I a1. ':lI no ,- ot ro ro; "lenos us~ 'os co"!') 10G -al vos de poli~llI.!. 



da. polvos de intercambio iónico, florisil, sulfato de cal 
cio, oolietileno, hidroxilapatita, sephadex, y otros. 

Los adsorbentes algunas veces se usan puros, pero g~­
neralmente se usan combinados con distintos materiales que 
act6an como aglutinantes, para alterar las propiedades f1-
sicas y qufmicas de los adsorbentes,como llenadores, visu~ 
lizadores, etc. 

La sflicagel probablemente es el adsorbente mhs usado 
tanto para Cromatograffa de adsorción, de partición y de 
la fase reversible, puede usarse en cualquiera de las si-­
guientes variedades: sflicagel con aglutinante, con age~ 
tes fluorescentes, acidificada, b~sica o bien conteniendo 
agentes complejantes. 

La al~mina se usa generalmente para la sepRraci6n de 
mezclas no polares bhsicas o neutras. Por ejemplo, terpe­
nos, alcaloides, esteroides, etc. Y al igual que la s11i­
casel pueden usarse diferentes modificaciones. 

El Kieselguhr adsorbe mAs débilmente que la sllic'agel 
y que la al~mina, es apropiado para s eparaciones de meZ __ _ 
clas polares, especialmen~e para mezclas de az6cares y de 
hcidos carboxilicos fenólicos. 

La celulosa se usa principalmente como soporte para 
la fase estacionaria 11quida. Existen varias clases de 
polvos de celulosa usadas como intercambiadores de iones. 

El se~hadex o dextran gel es un p011mero preparado 
con residuos de glucosa. Se usa para separar sustancias 
de acuerdo a su neso molecular, por un m~todo mejor conocl 
do como Cromatografia en gel. Existen diferentes tipos de 
sephadex dependiendo de la cantidad de agua que son capa.­
ces de ab30rber para obtener un grado de esponjarr.iento ade 
cuado en la senaraci6n de co~puestos de diferentes pesos -
moleculares. (3) 

CONSIDERACIONES ACERCA DEL SOLVENTE . 

El ndmero de solventes que se pueden usar en Cromato­
grafla en capa delGada es muy brande comparada con la can­
tidad de adsorbentes existentes. 

El tipo de solvente usado dependerA primeramente del 
tipo de Cromatografia y por supuesto de la naturaleza de -
la muestra a separar. En Cromatografia de adsorción a610 
la fase móvil ea un solvente y su poder de elución sigue 
normalmente las series elutrópicas que se mencionan con 

(6) 



q;¡s':tnt¡> rrp:1Fnc:·, n 1 8 litp.r3tu-', T,a rrom",·o.;r ría de-
IrticiAn r 1 i rp ~os tinOR ~e solv nte r inminciblns en -

tr8 s(, '1 lo 1;ll'l les 11 :roUA , tra tpn "\ rfJ. GOP " lC i ent '· A de 
D rOL ~~ :~nvenient~~, norm"~ent" la rSRe ~" taci n naria -
eG lr U.-· i o -,ol'\r y 'a fa·"e -6vil un s¡l'frnte '10 ·,o',r.­
En 1, Cromatografla d~ fas~ inversa, la fase es tBci onarLa­
as U;1 c¡lv~nte n ) "ola r y la fase móvil un o "olar. 

En algun , ~asos , la me~cla de dos otros so lventes­
j", Ji rorante s :,ola:-i!ad :LJ a "len1ldo '.lna mejor seoaraci6n -
Tle 'l131ln OS solventes ':)uros. ExLiten tanbilln series alutrQ 
-icas de mezcla s de solventes. (), 4, 7) 

La t&cnica pu~de resumirse en los s i~uientes D3S0S:-

1.- Pre oa raci6n 10 las cromatoplacas. 
2.- Aplicaci6n de la muestra. 
3.- Desarrollo de la Cromatografla. 
4.- Identificaci6n cualitativa. 
5.- Evalua:i6n cuantitativa. 

1.- r~EPA ::<!\r;IOi·: DE LA S SRrr1ATOL>LAr:AS. 

En esta técnica se usan crornator!acas de ~O x 2~ cm, 
1~ x 20 cm y en algu'1a~ ocasiones de 5 x 10 cm., hechas de 
un adsorbent e fina~ente divi~ido como la silic?gel, a16mi­
na, c"lulosa, tierra de diat o m~,s o kieselEuhr, G e~ha1ex,­
Ate. 

Sn un vaRo je precipitB'os se me~cla el material ad­
sorbente con éI.:;ua riestil'lda u - tra soluci6n, hasta obtener 
una pasta de consistencia de stole e sppso, m~ ~ clando con -
suavidad ~ara evitar la f o rmación 1e burbuj'ls. La relaci6n 
adsor~ente , : ua vi ene especific3da en Al ~rodu:to coner -­
cial r;:¡ ii ficanriose 1 i ·era'r'pnte con dis~inuci6n ) adici6n _ 
le a'un ~ast 1 obtenrr la consiGt~ncia '1de c uada. ry4pidamen­
t·" so coloeé!. la na:> ta e:1 el recipi ent" ej "l equi;"'o ~·;ra pr~ 
oarar las cromato -"ac as. 

La ca ~a de adsorbente debe se r unifor~e sin 1rregula 
ridél des que :¡rjvo~uen :listorsiones I?n las soparaciones, -
(si no salen gerfoctas no ~ebon urarse, ~e lavan las rla -
cas de vi~rio) y se c olocan Robre una superficie perf"c t él. ­
·l' n ~1) !nri~vntal. "s recomendable dejarla s r eoosar ,.., tl rs. 

An ten 4e Jsa rse, la s nlél.cas ~0 :¡reacondi-ionan, As to 
nupeje con~i~ tir "'1 la activ,~i6n por cnlpnta~ipnto 1i recto 
en IIna est ufa j;.¡ ran L·' 'lD tie:npo i etl?r~i.n,, 'iJ , o bien se co­
locan 1 "1.6 ·üac"s e'1 contactos co n va po re s l·, arentef: deshi 
ri rat1 ~ t eD o con ~l$ ~n solvente o soluci6n. 

( 7) 



Por úl timo , e!"' recr""~'1'lable r ·corta r 'io' r'li. 't~ ndc-úr­
':l '1t -· ,,: la ''1 ~t n "u~pri') r 1'" la "}3''''' y "~ C~J. no; C ,'1-,1'11 ' 

C:J:l -1 o"j,t:J -i" f"c2.'it-.~ <:11 m-'n~jo, f,~t '1,~"é'~1') C')'l'~ 
a' uda dn un~ r'g11 y una "s~~tula. 

2.- AP' ICACIO~ n~ LA MU~~rRA. 

Se coloca la croM3toclaca nra-arada, activarla o no 9C­

ttvaja, sobre lIna suia de an'icaci6n que pe~.,ite ps-:>aciar y 
c-locar p ' rfectamente las mue~tras. 

~in excRnci6n. La1 muestras ·eben apllc'1r~e en Ollu 
ci6n R concentraciones comnrendi~~s cntr'" .1, 1 O S~ del 
c!)m"':c~tú, ~e acuer 'o "'0'1 el ti"'') dI' ~'lr-t'J:' La a ':f'par'1r. 

~l volumen (le muestr-' a aro' icar f'uer.e 58r ,ics<ie 'l . t:, 

h~cta 5 ~l cuidanrlo 1ue el ta~a~o dI' la ~anch1 1e la a~ltca­
ci6n no sea mayor de 1.5 cm. con 10 ~ue se aGe~urn ~onaB com 
pactas y Me~ores separaciones. 

La cantidad <ir compuesto que - uade ser seoarado difie­
re en cada caso, depende sobre todo <ie1 medio de R~sorci6n,­
tama~o de la ~laca, su grosor, la f'lcilidad de separaci6n y 
del tipo ~e Cromato:ra!ia. En trabnjos prenarativo- se Due -
den se~arar cantidades e~tre 10 110 mg. en un cro~atoerama -
individual. 

F.n re'"l.li1ad, la, r'la1era ro"'.:; !ll.ci,l y pr"cise ' e ,ietermi­
nar la ';antidad 'e '1U str, 'lue lebe ~er a"lica la, "' e obtiene 
~or experimentaci6n con los com'onnntes ~n cuesti~n. Cada 
:omnonente de una ~ezcla 1eh n rá ser inv~sti01r.o a varias 
concentraciones. 

La cantirlad :!P "up~¡ra <ieb" ser lo suficiente"if'nte 
• 3n1e p ~ ra S8r vi uali~ada 3in dific~lta~ y m09trar tr~za5-
d' i!!lo"rez8s, y lo suficientemente ~e'1ue~,a p'Jra .-J-.r man ' h<lS­
liserelas C01 un :nínimo .!', :ol"'·!(lo. 

'j. - DE,)~ -'~"LLO DE LA CROMATOGR.\ FIA 

Rl 1esarro110 -onsiste en el naso del solvente a tra -
vé~ de la cromatoplaca. Es la parte' dcll proceso en la cual -
tiene lu!;!'!r la sP;Jaraci6n cromatoeráfica dI:' los compo ¡"ntes, 
b~sándose en los principios ya dencrLtos. 

~l proceso puede llevarse a ca~o rjp diferente~ m.ner~s 

de~endi<;ndo de la direcci6n de flujo '!el s::Jlv,'nte y de la po 
sici6n de la cro~ato~laca. ~e:ún la p05ici6n, la Cromatogra: 
!'1a é'uede ser: 



a) . .I\scendpnte. 
b). DescE'ndente. 
c). Horiz antal. 

Ademls, sPJ~n el rlujo pu a 1e ser: 

a). ~idi:1'ensional. 

b). Escalonada. 
c). Pasos vQlti,les. 

MAs adelante se tratará con mhs netalle ca 4 a uno np e~ 
tos tipos de iesarrollo, cuando se hable de la instru~ nta -
ci6~, ya que 'sta sarA ~iferente en ca~a caso. 

Fara ejemplificar, se mpncion3rá el tipo má, c8ncillo­
que es la Cromatografla ascendente: Se utiliza un t~nque ') -
cámara de las uU li7,adas en Cromatoe;ra fla ie ,anel, "n dich.> 
cá"l3.ra se coloc:1 0.5 cm. de al tura (aprox. 50.,1. ) del so'-­
vente, se introduce la ~laca en forma vertical o i~clina­
dB y se inici~ Al de9rla~ami"nt0 del sol~Ante h~cia arriba -
debido al fen6~eno de :anilaridad. 

El tiem~o de desarrollo ~decuado ~ara la BeDara~ión ps 
muy variable y iependerl de carla separación en "articulqr; -
pero Generalmente 60 ~inutos son suficientes. Durante este -
tiempo el solvente recorre una distancia entre 10 y 18 cm. -
~espüés que alcanz~ la altura R ecuaia, lB crumatopl ~ca se -
saca del tanque, se ~arca el frent" for~ado por el solvcnt~­
y se dej~ evaporar. 

1+.- nSUALBASION. 

El proceso de visualizgci6n es necesario cUBndo las 
sustancias separadas no ~on visibles a sim~le vista. ~ste se 
puede efectuar de ~i~erente6 man~ras, cla"ifican~ose en: 

a). !1ETO"O,s QUHU':OS. Los meto'ios 1 Jimi~os consisten -
e:1 rociar la cromat,,~'aca co~ al:ún rpactivo c;ro"16~"no r!ps -
pués del desarrollo, el cual al reaccionar con ~l ::;ru')O eS r).Q 
c1fico del cO~r)uesto a ser v1Ruali~ado ~a rl una coloración -
caracter1stica: la aplicación nel reactivo qulnico puade 
ef~ctuarse por: Nebulizaci6n, exnos1ci6n a gqses y vanorps -
y por inm"rsi6n. 

Sn aleunas ocasiones, oara qu n se efectúe la reacci6n­
colorida es necesario calentar la cromatc~lD:a a una tmpera 
tUla determinada durante ale~n tie~po. -

Los r"activos reveladores "'ueden cla,ifi:::qrse f'r¡ ~<)n­

ti~o s nrinci"alrnentc: 



• Re~ctivos :crro~ivos u~iversqlns . 
• Reactivos reveladores eSDecificos. 

~'s recctivos corrosivos son funrtnment ft 1eshi~ratan­

tes u oxiian~e6 . ~u acci6n se basa en la c01versi6n 1c com­
nunsto~ or"'nicos ~ carb6n ~o~re plncas inor~bnicas, "or lo 
tanto so~ ro n -iierados tambi 6 , CO~0 r~acti70S destructivos. 
Los .~s usa10s son: El 'ci10 ~ul·6rico, 6ci10 nltrico, Aci­
lo ~r6'"ico 6 una .a·~la 1e €~tos. 

Con re8~ecto a los react ivos reveladores espec1f1cos­
e~iste una enor~e canti~nd de &stos citados en la literatu­
ra, y en ~en"r31 reaccionan q uim1 ca~nnte con el com~uPsto -
d~ intert.s. (3) 

b). 1F~'"}()S FI.'3ICOS .- Esto..; s~ basan en las nrop1eda­
des que ti~nen aleunos com,ue'tos -,ra - orber o c~itir 
¡'rle r ..:ia :espu~s de hacprles incir\ir luz ultr9violeta. "'or­
ejem lo, las sustancias con doblp.s lig,dur,s conjugadas ab­
so rban .Pjor 1, luz UV. aryareciendo como ~ona oscuras de co 
lor~s caracter!sticos de~pu6s 1e exonerl,s bqjo psta luz i 
~'54 rou; al.~u!'l:ls s'lstancias or,~ll.nica~ nor Pjemnlo las vi tami 
nas ",reGentan fluores cpncia ~l ilu~inarlas con luz nv. de : 
onda lar a ()60 ~u). En e ' te m6toño de visualización se 
'IGan cro"rato?lacas rue c:)ntienen sust'lncias fluornecentes -
co~o ~ndicadores. 

c).- METODOS RA DIO~.CTI':OS.- ,"stos mptodos se usan en 
caso de sustancias m'lrcadas con trazas radioactivas, 'le lo­
calizan laa ~anchas ~o r ~e1io de una relicula fotogrAfica -
d~ rayos X o bien con un cortador geiger "'ortAtil. (4) 

5.- EVALUI\~I"'T r;PALI~A""I1fA. 

~n est~ tAcnica la identificaci6n se basa ~n la dis -
tancia (:e mi :; ra,.i,6n de los comonestos ut11i?ando un factor­
'lamado "Rf " , qu~ litpréllment o 8i:nifica : Relaci6n d~ fren 
tes. ~st~ factor os c0~si~erado clmo unR constante car,cte: 
ristic ~ de un compuestl en determinadas condiciones dD one­
raci6n. Es calculado a partir ~e la siguiente Sc. 

Da 
( Be. 3) Rf = Os 

Dondr re es la di 'tancia 1u' se dpsplaz~ el comnuesto 
' a) desde el lu~ar ¿e arlicaci6n de la ~ue9tra y ~s es la 
1i~ta~cia -u~ vi~j6 el frente j~l solvpnte t~~bi'n desde el 
lnear de la arli.caci6n ~e ',a "lupstra. El proc8dlmje~to oara 
'o. evalllaciA" e "'1 siguiente: Las "Ian~ha~ dnl cr,')m,togr'lma 
"e 1el1n-oan ccliia.josa~en te CO:1 1, punta de \:0 lb n i7., BstO es 
recom'ndable ta-bt&n en el caso de ~~e se ~eseen consprvar -
y~ r¡lle li' mavor'a de las coloraciones d" los comouestos suelen 
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ser inestables con el tiempo; se marcan los centros y con 
la ayuda de una regla, se mide la distancia de migración 
desde el punto de aplicación de la muestra hasta el centro 
de la mancha. La linea formada por el solvente se marca 
inmediatamente despu~s que la placa es sacada de la c~m~ra 
de desarrollo y se mide su distancia. 

Los valores de Rf son calculados por la relaci6n de 
las distancias de migración. 

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

Los valores de Rf y Rx son ampliamente citados en la 
liter3tura cientifica, pero es i~portante hacer notar que 
la identificaci5n pasándose en tatlas solo es v~lida si la 
separaci6n se ha efectuado en condiciones id~nticas a las 
mencionadas en la literatura. (5) 

otro m~todo de identificación ~onsiste en cromatogra­
fiar muestras est~ndar de los compuestos puros en la mis­
ma cromatop:aca. EBte m~todo aQPone que los valores de Rf 
de los compuestos puros difieren sólo ligeramente de los 
valores de Rf de los compuestos en una muestra. 

6. ANALISIS CUANTITATIVO. 

El anAlisis cuantitativo puede ser efectuado por los 
dos m~todos siguientes : 

a). M~todo directo sobre la cromatoplaca 
b). M~todo de Eluci~n. 

METODO DIRfCTO SOBR" LA CROHATOPLACA. El !:lHodo di -
recto sobre la cro~atoplaca, (in Situ) se basa en la medi­
ción de la cantidad de luz reflejada por la mancha cuando 
la cromatoplaca es colocada en un Deosit6metro. Al cu~n-­
tear por este ~~todo es necesario contar con un registra-­
dor para expresar los resultados en forma de pico. El A­
rea comprendida bajo el pico es directamp-nte proporcional 
a la concentración del compuesto. 

Los m~todos usuales parR medir 'reas bajo los picos 
son los siguientes : 

* El m~todo de pesadas que consiste en cortar y pesar 
el pa~el que representa el Area del pico. 



*El uso del planímetro, accesorio usado en in eenieria 
aunque su sensibilidad es muchas ve ces insufic iente para 
Dro~6sito8 ana11ticos. 

* El ' ISO de 1nt eeradores, que pUe ~ 8!1 ser mecll.n1cos y 
automAticoB, los i nt egradores electr6nic0 8 imprimen autom! 
ticamente la medida del área del pico, es el m~todo mAs -­
preciso y exacto. 

METOOO DE ELUCION. Este mHodo consiste en lavar o e 
luir la zona coloreada de la cromatoplaca, con un solvente 
adecuado y leer fotom~tricamente la densidad 6ptica. El­
m~todo requiere de un blanco y de curvas es tAn dar prepara­
das. 

En la actualidad, éste m~todo de cuantificación ha al 
canzado un a~to grado de precisi~n con el uso del Eluchrom 
de Camag, yá que la eluci6n es programad~ y automAtica, 
gracias a lo cual, la Cromato~raf1a en capa delgada se con 
sidera ahora como una técnica altamente sensible y satis-: 
f'ac-toria para anAlisis cuantitativo. 

La Cromatografía en capa delgada se ha desarrollado 
ampliamente sobre todo en la introducción de una modifica­
ción llamada CROHATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION EN CAPA DEL­
GADA (C.A.R.C.D.). 

En la C.A.R.C.D. se presentan las siguientes variacio 
nes con respecto a la Cromatograf1a en cap~ delgada traJi= 
cional : 

a). Se usan cromatoplacas do 50 x 50 :nm. 
b).: Materiales adsorbentes con un poder de separa --

c) • 

d) • 

ci6n mucho mayor que el usado en Cromatograf1a 
en capa delgada. 
:ruevo m~todo de preaeondicionamie!1to de la crom~ 
toplaca. 
Un m~todo de dosificación m!s pre ci s o y en gene­
ral un mejor sistema de procesa~ie~to. 

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

El paso orevio para cualquier preacondicionamiento de 
la Cro~atoptaeá consiste en hacer pasar aire o nitr6geno a 
trav~s de la c~mara para mantener una atmósfera inerte. 

Para controlar la humedad relativa se hace pasar aire 
a trav~s de un recipiente que contiene una mezcla de !cido 
sulfdrico-agua o biAn nreacondicionándola con vapores de 
un s81vente determinado. 

(12) 



Durante el desarr 110 , la crom", toolaca C.AR.C.D. des 
cansa con su c,pa ~dsorbente hacia abajo sobr8 el cuerDo: 
de la cámara ?u ~ . El solvente de eluci6n es alimentado -
en el centro de la cromatoplaca DO~ m dio de un capilar -
de platino-iridio 1e 1 .2 Mm 1e dihMetro interior . La fa­
se vapor nroducida en el ext~rior pasa por la cbmara hacia 
la cromatoplaca por medio de un canal y sale por un orifi­
cio que se encuentra en ~l centro de la cámara. (Fig. ?0) 

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

Las si gui entes ca racteristicas en realidad pueden -­
considerarse como ventajas sobre la croma tograf1a en ca pa 
delgada normal. 

1.- Tiene una extraord Ln¡ria capacidad f separación 
ya que en condiciones 6pt imas ~uei en s~pararse mis de ~O 
sustancias en un solo rlesarro]lo. r,omo técnica de rutina 
se pueden analizar más de doce ~u estras usando la técnica 
microcircular y más de cuar9nta ~u es tra s con la tficnica -
lineal. 

2.- En analisis cualitativo en el int0rvalo de valQ 
res de 0.0-0.5, los valores de Rf tienen una des viaci6n -
estándar de ! 1 % cuando 3e usa l a cámara "D". 

3.- En analisis cuantitativo con l a tRcnica lineal 
en el intervalo de n 'nogramos se obti enen de svia iones -
estándar relativas de + 2 'l( Y con la t~ c'lic""\ ci r Clll ar en 
placas de 100xl00 mm se obti nnnn desviaciones de 1. 7 - 1 
%. Se pued en detectar com ouesto s en or ono r :ioneG de 1: 
10,000 ya que el m~ todo ti e ne un roten~ial d~ operación a 
nivel de fento gr amos. 

J,.- En l a doe:i ficación de la "3 mue,tras e'1 "!l inter­
valo ~e 0-1 00 nanolitros se ti ~ncn preciGioncs rte 09 ~ -­
dol volume n aplic a do. 

5. - El ti erlpo prom,~dio para unn. ,-"!"'sr:tc L6a es r1e -
12 ) segunJos por analisis. (10) 

APLICACIO~ES DE LA CROMATOGRAFIA EN CA PA DELGADA 

La Cromato c r a tla en c~Ra de'gada es una técnic""\ impor 
tan te y ver ;htil, ~ u capacidad de aplicaci6n "8 mayo r que­
la de otras técnicas cromato ;rá ficas . Por >-j '"lo , nor -
~romatograf1a de ~a ses solo pup den anali7.arae compueGtos 
volátiles, no existiendo tal limi t aci6n para la Cr omato- ­
~ raf1a en capa deleada. Para dar ~na idea d" la a~ litud 
de aplicacio~es se muestra la si5uiente tabla. 



TABLA D': An ICACIONES )S LA CR"'-\A'!'(' 'RAFIA ~: 

CAPA DE" .lADA 

Aeidos or~ánieo6 (5 .9,11,12.1 3' 
Aeidos alifáticos (5.".'1,12,13) 
leidos aro~hti co s ( 5 . 9 .'1.'2,13) 
Acidos fen6l:'.. :os ( .,9. ' 1,12.13) 
Cetoáei ~os ( 5 .9,11 ,1?,1~) 
HidroxH.ci dos (5.9,11,12,13) 
Aeid os nucleicos (5,9,11,12,13) 
Aceites esenci ales (5,9,11.'2,13) 
Alcalo i des (5 .9.'4,'5,16 ' 
l'!coholes (5 ,9,17,18,19\ 
Aldehldos (5,9,20,21,22) 
Aflatoxinas (23.24,2S,26,?7.2~) 
Ami das (29 ,30, ~') 
Aminls. (-,9,29,JO, ~ I) 
A-inoácidos (5,9,32,33,34) 
Aminoaz~eares (5 ,9,35,36,37) 
Anal3~sieos (5.9,38,39,40\ 
Antibi6ticos (5 .9,3~,39,40) 
Rarbituratos (5,q.3q,~9 ,40) 
Carbohidratos (5,9.35,36,37) 
Cetonas (5,9,20,21,22) 
Colorantes (5,Q,41,112,43) 
Com pue stos azo (5,9,29,30 , 31) 
Coopuestos inorgán ~ co8 (5,9,44,45,46) 
Compue s tos organomct!licos (5,9,47,48,49 ) 
Drogas (5, 9 , 50 .51,52) 
Derivados de alcoholes (5,9,17,18,19 ) 
Esteroides (5,9,68,69,70) 
Flrmaeos (5,Q,~O,51,52) 
Glic6si 'os ( 5,9,35,36,37) 
I.secticidas, ~ p sticidas (~,9, 53 ,54, 5S) 
Lfpidos (~,9,56,57,53) 
plásticos (.,9,59,60,61) 
- esinas ( 5,9,59,60,61) 
Vitaminas (5,9, 62,63.64) 
P&ptidos (~,9,32,~~,34) 
Protelnas (', " ,32, )3, 34) 
Terpenos ( ~, 9,65 ,66,67) 

La Cromatografla en capa d~l~ada ha sido usada tambi~n 
en c ombinaci6n con eromatograf1a de columna y ~romatograr1a 
de gases. ya que es T7'osible hacer Reparaciones fllll' en es tas 
té cnic as aparecen como una sola fr~cci6n. ~~ al¿unop casos 
es posible sOJuir el curso de una rp-acci6n especial~ente de 
tipo enzi~~tico porque separa e i1entifica lor. co~puestos 
secundarios de una reacci6n. 

-------------------------------------------------------------------------------------------------- - ---- ---



CAPITULO Ir 

AVANCES EN LA IN5TRUM 2NTACION 

Aunque la Cromato~rafia en capa delgada no se conside 
ra como una técnica nueva, no tuvo un desarrollo notable _ 
en lo que respecta a instrumpn'Jc i6~ hasta los años 50 , -­
cuando Ego Sthal propuso el uso 1e placas de ta~afio es t!n­
dar. A partir de entonces emp ezaron a salir al mercado e-­
quipos para la separacion de cromatoplacas. 

Actyalmente la casa CAMAG en Suiza 'es una de las m!s 
prestigiadas dedicada 3 a la fabricaci6n de instrumentos y 
accesorios para Cr)matografia en capa delgada. 

ADSORBE~TES 

Los adsorbentes mAs recientes y que van al frente por 
su alta resoluci6r son los sililados, designaJos commercial 
mente por Analabs Inc. de E.M. Laboratories con las siglas 
RP-2,RP-8,RP-18. Sun dtiles en Cromatografia de fase rever­
sible y de partici6n donde los compu es tos polares tia en 
valores d ~ Rf más altos. Con adsorbentes sililados se tie­
ne mayor resoluci6n debicto a que es mAs densa la capa de -
adsorbente y más u:1iforme el tamaño de particula. 

Los adsorbent e s pueden ser sililados con diclorometil­
silano (RP-2), dic l orometiloctilsilano (RP-8) o con diclo-­
rometiloctadecilsilano (RP-18). Estas cromatoplacas pueden 
adquirirse de Analabs Ine. de E.M. Laboratories, Brink~an 
Instrument Tncorporated. Bio-Rad Laboratori cs se especia­
liza en adsorbentes usados en separaciones bl016gicas. 
Pharmacia Fine Chemicals ofrece el sephadex para Cromato­
grafia de gel en capa delgada. Naco Chemical Industries 
se especializa en cromatoplacaa de to os tipos. Camag Mu­
ttenz ofrece una amplia variedad de adsorbentes y de c ro­
matoplacas de alta resoluci6n. 



EQUIPO PARA LA PREPARACION DE CROMATOPLACAS 

PPeparando el t6cnico SUB propias cromatop1acas se 
tiene un ahorro considerable de dinero y además est~ en 1i 
bertad de seleccionar tanto el adsorbente como el liquido 
(!cido. base, amortiguador, nitrato de plata, etc.) para 
preparar la suspensi6n. Puede seleccionarse tambi~n cual­
quier espesor de acuerdo al tipo de Cromatografia y deter­
minaci6n. 

APLICADOR MANUAL. El equipo (fig.2) consta de una 
base met~lica (a) con una guia por medio de la cual las 
placas de vidrio son empujadas con el dedo indice suave y 
uniformemente, un recipiente flotante (b), una barrera fi­
ja para espesores de 300 y 500 micras y una barrera m6vil 
con un calibrador para diferentes espesores (e). 

Puede utilizarse en la preparaci6~ de cromat0placas ~ 
naliticas y tambi~n para Cromatograf!a preparativa, el es­
pesor de la capa no se afecta por el grosor de la pl"clI de 
vidrio y pueden prepararse cualquier nfimero de cromatopla­
cas en un lote. 

El aplicador para cromatoplacas autom~tico es recomeg 
dable cuando se requiere un alto grado de estandarizaci6n 
de las cromatoplacas. 

(C)-"7"'3I~ 

~---(Q.\ 

Fig. 2 APLICAOOR MANUAL 
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APLICADOR AUTOMATICO. Mostrado en la flg. 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 (~). En un 
mismo lote todas las placas de vidrio deben ser de un mis­
mo grosor. El equipo viene tambi~n con una barrera m6vil 
para capas de diferentes espesores. 

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

(o.) 

I 

I 
\ 
\ 

I----lbl 

\~ 
(c\ 

Fig. 3 APLICADOR AUTOHATICO 

SOPORrES PARA SECADO. El soporte (fig. 4) consta de 
diez charolas individuales de aluminio, las cuales 
pueden estar acomodadas una sobre otra para formar una un! 
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 tambi~n como so-­
porte de secado, gabinete para guardar o 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 bsta se coloca el sol-­
vente, el cuerpo del gabinete con las cromatoplacas se po-



na sobre el solvente en ~osici6n vertical y se tapa la par 
te supe rior con una nlrca de vidrio o con l~ cubierta de -
plllstico. (fig. 5) 

. . . ... ~ 
" . ----

Fig. 4 SOPORTE DE SECADO 

I 
¡ 

F'tg. 5 GABINETF. PARA ALMACENAOO 
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EQTTlPO PA".:(A LA APLICACION j) ~ LA MT1 .'STR.\ 

El tipo de analisis a efectuar determina la m~nera de 
aplicaci6n de la muestra. Asi, en analisis cualitativo 
donde se hacen aplicaciones de 2-10 ~l pueden usarse micrQ 
pipetas capilares (Fig. 6); en analisis cuantitativo las -
muestras son aplicadas ya sea en forma de bandils angostas 
o manchas, la aplicaci6n en forma de band~s angostas propo~ 
ciona separaciones mejor definidas y facilita el cuanteo. 
En este tipo de analisis p~eden usarse microjeringas (Fig. 7) 
o aplicadores como el Tasomat (Fig. 8). En 6romatogratla -
prepara.iva las muestras son aplicadas en forma de bandas la~ 
gas usando el Chromatocharee~ (Fig. 9 ' 

j J 
Fig. 6 MICPOPIP~~AS ~APILA~~3 

HICROrIr';<;'!'A:; CAPILARES. Nostradas en la'ig. 6, cons 
tan de un mango y de una punta capilar de medici6n, las dos 
partes son conectadas por una unión de vidrio esmerIlado. 
Se coloca la punta sobre la solución muestra y se llena au­
tom~ticamcnte por acción capilar, se limpia con un pappl -­
filtro el eXC0SO y se hace la aplicación. 

19 ) 



MICROJEPINGAS. En la actl.:alidad se cuenta con jerin­
gas (Fig. 7' con ~mbolos de acero inoxidable o tof16n y con 
agujas hipodcirmicas int~rcambiab1es, las hay de 1-5JOu1, la~ 
m~lj us"das son dO? 1, l. '5 Y '5 ul. 'a exactitud 'J reprorlucibi 
lidad de estas jeringas es de 99%. Es recorr.endab1e el uso -
de jeringas con guia, especialmente en caso ~o ~ue la perso­
na se ?st~ iniciando en la t~cnica • 

.. PLICA"Y'R 'l'A_I('~IAT DESAGA. El ap1 i cacor auto':1fl.Uco de 
Desaga (Fig 8) es un instrum'.nto que emplea una combin8ci6n 
de Drincipios de separaci6n, ademAs de la separaci6n cromato 
gr~fica. Consta de una unidad de control que -~rmite la a-= 
plicaci6n directa despu~s de una dest i laci6n, sublimaci6n o 
pirolisis de la mue-tra, la cromatoplaca se ~ueve a lo largo 
d~ la salina del capilar. Despubs del desarrollo de la cro­
matoplaca se ,Jbti.ene &1 llamado "termofractograma". 

Por est procedimiento pri~?ramente se fraccionan los -
productos y salen d~ acuerdo a su presi6n de vapor y/o su 
estabilidad t(. c'mi ca,Y la 'lromatograffa en si senara a los 
component~s de acuerdo á su~ propí~dades cromatogr~'icas. 

Fig. ~ Ar- - -', - ·~'i',;SO"AT ¡;~.3AGA 

'~~nMATnC~ARG~R. El i~strumpnto (Fig. 9) rrooo rciona a~ 
plicaciones de ~uestra ce-~"ctamente uniforMas, la aplicaci6n 
puerte hacerse en forma de bandas lar~as ~n Cro~ato~rafia pre­
narativa o e~ bandas cortas en aplicacionos cuantitativas. 
Para su uso se coloca la cromatoplaea sobr'.: la base del Chro­
matocharger, se ajuAta la posici6n vertical de la jeringa y 
la punta de la aguja a 1-3 mm sobre la superficie de la cromª 
toplaca. ~l ancho de la banda se ajusta con dos topes y la 
cantidad 1e muestra se controla por rn~dio de la inclinaci6n -
del dosificajor. Cual"uier exceso de soluci6n que quede en -
la ag'1ja cu·'.ndo llega al f:nrü do la barra S'l 'limina co1.oca!l 
do un pan 1 filtro entr" la placa y la a¿uja. 

Guando la aplicaci6n se hace con una micro~i'eta o una -
m1crojorin,~a es necesari" nsar una buia de aplic3ción Fig. 
10 ) 

SUI~ ~~ APLICACION. Con ln (uia Fíe 10) se obtiene una 



aplicaci6n adec'la:a:¡ nre-is'l de ''3.::; -uestr3.fl (p)b"" la cr'­
=atonlaca sin dafiar'a; las hay de ?v cm con 11 hen'i uras y 
ta"l b~én d· 1 J cm. 

L -0 --

Fig. 9 ~HROMATOrHARGER 

GUIA DE A;'L!-ACION ~mLTIPLE. La guia de aplicaci6n 
múlti!"1le(:'i¡;. 11) consta de una base (a). una reglilla (b), 
una esp~tula (e) y un l~piz con punta mr t!lica (d). Uno de 
los lados de la reglilla se usa para una aplicación exacta 
'te la muestra cuando l a cromatoplaca va a desarrollarse en 
la clmara V-ri-~S, 'ra la aplicación de 10 muestras la pi­
peta se coloca en las hend¿duras y si la aplicación es de sQ 
laro nte 7 mue ' tras, la pipeta se ·uía por los orificios. 

H .:. ;;;.;----- - -- ---------

Fig. 10 GtIA 'E ALICA;rO"l 

( .? 1 I 



Fig. 11 .,,' 1 A ":S A!' T T -; A' ,. \' t ~ r T S 

L- linna nar', li"1'l.tar la ,is':J.r,c.a le recorri 10 d" 8 1 
'!'-nte v entre un solvente y ot .... o '¡ a'rJo n'o LS' la -{¡Mara "a­
rio S, se traza a lo lar-'o de la rer.di~a le la '-'l~n de '111 
caci6n. 

-IiUIPO PARA EL D:-:~ARROLLO ~p ~'ATOGRA ~I ~O. 

El desarrollo cromatogr{¡fico es e l 11a50lel sol v<?nte a -
travAs de la cromatoplaca, puede efectuarse ·n varios tin0S 
de c{¡~aras. La cimara cl' ;ica correspo .de al tino ~~6 senci­
llo. 

~M!A~A ~T A 'FA . En la <:Amara clár,~ca (Fi~. 1~) "1 cr(ma 
tograma se desarrolla bajo cor.d~:io~P6 j~ saturac16n narcial 
o total, el !rado de ryresqturaci5n jD la 'ro·ato-l,ca no ue­
de controlarse. Durant" '1 desarrol l la cr'J'1at >rlacl'l SEo SLl­

~erw~ del lado de la aplicación ~n '1 s'lv nte apro~ln10, el 
cual anci nde por capilaridad. Cuando el r01/ P nte al('~~3 la 
altura ad~cuada el desarollo ha term~n, o. 

, '.,) 
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Fig. 1">, CAMARA D7 DESA--'-:::CLLO '1=:'1ELA 

CAMA"O.A S2"ELA. La cáMara f5ell p la di fiere de la clási 
ca 6nica~ante por su doble comparti~pnto cara nI solvente 
es recomendable su use cuando es necesario or0ccsar'dos -
cromatoplacas en las mismas condiciones. 

CA~ARA SA~m'llICH. Al usar la c~mara Sandwi ch la croma 
toplaca debe rasparse de tres de s~s orillas ya que se su= 
jeta con otra placa de vidrio por medio de unos clips y 
con un separador de cart6n. Las pl~cas yq sujetas se in -
traducen en el recioiente del solvente a~ravés de una a-­
bertura de la tapa ~etAlica. 

Al usar asta cámara, 10s resulto.doc; dp. 1:1. se )araci6n­
son semejantes que al usar la cámara clásica, el tiemoo dp 
separaci6n es tambisn parecido, l~ ventaja se tipnn en el­
ahorro considerabl e de solventes. 

Fig. 14 CAHARA SAND'lICH 



CA~AP.A DE DESARROLLO 'JP DFSA}A. Esb ('ámara (Fig.15) 
permit" controlar y variar al vap0r ambi ntal -on objeto 
de m jorar la- 3an~ra:iones. La cA~arA VP consta de un -
bloau~ de melal con 21 compartimentos cAda uno de los cua 
les·pueie llenarse con un 11,ui10 diferente formando '1 = 
tinos de vaDores Arbientales. El solvente de desarrollo­
es alimpntado por medio de una ~echa de pa~el filtro su-­
mer~irla en el r~ciryiente del solvente. La cámara cuenta 
con un sistama refrigerante en la parte inferior y en al­
gunas ocasiones la eva'''or'"lci6n se in:r'?menta h!'lcienrlo ci.!: 
cular aire caliente. La cámara es si~ilar en ~ u constitu 
ci6n a la cáFiara Vario-KS y cuando en 8sta última se ha-~ 
bla de preacon~ici0nami~nto con v,pores de solventes, en­
la cámara VP se trata de pro ;ram ci6n de vacar, pero nua­
don usarsa indistintamente. 

/ , 

Fit; . 1'5 CA)oIARA DE D~SARROLLO-'/P DESA:JA 

CA'I\DA DF. T)'S,sARP.OLTO MULTIPLE PROiJQ.I\.MAOO (I"'POP). En 
la c.í."ra DPM (Fi .' . 16) 1'3.- crJ:::atorla(;as se desarrollan 
r petid,'lmentr> un número d"terminéldo de Jeces df una rr.an~ 
ra auto~§tica oor medio de un programador. El sist"ma es 
manufacturado y '¡endido por Regis Chcmical Company. En­
cada desarrollo se le ~ermite al solvente qu . avance mls­
arriba ~a~~ evitar qu~ lo~ :o~ponpntes con valores altos­
de Rf quedan -on ~l frente del solvente, al final de cada 
ciclo l frenta 1el sclvente es forzado a retroceder por­
evaporac1~n mi nt~as la cr~~ato"l~ca estl a6n nn contacto 
con el re~ipie,tn del solvente. La evaDo~aci6n se incre­
~ent~ ~or ro J10 de ener~la radi1nte y/o un Flujo de ~as -
innrte, -ientras el fluio canilar h~~ i" Rrriba co~tin6a. 
Esta efecto de concentración ocurre dos vpces durantp ca­
da ciclo, una vez cuando el solvente sube y otra cua,do -
drscio'lle atrRv'<;~ del cO"1ponente, 1'J CH'"l!. ocasiona un in­
cremento nn la resoluci6n. 



Fig. 16 C:A"!ARA DE DESARDQLLO MtTLTI P T,E Pl'C ,RA~~A[x) 

8AMARA VA~IO-KS. Con la cámara Vario-KS (Fig.17) 
es oosible estahlecer un determinado grado de actividad 
o bien preac ondicionar las cromatorla~as con al;6n sol­
vente adecuado. La cromato¡;laca raspada de tres de sus 
lados s e coloca con la C8p~ de adsorhente ha:ia el cuer­
no de la cá" ara y se no ne en con tact0 con vapores de 108 
sol ventes de l'reacondici ,na~i;!!¡ to colocados en una cha ro 
la. 

De3pU9S riel rrcacJndicionamie,¡to se coloca :ln.:\ cla­
ca met41 cca ~ntrn la rrom tO'l,ca y lo vapore del 801 -
vpnte, y se ini~ia ' llesar.r,Jllo 'lsando una mpcha de "a­
,,~l para hacer contacto. 

COMPONENTES DF LA CAMA!;).! I/ARIO-KS. La ~A" 'Ira consta 
de cnat!'o dif're·¡t<>s recipientes con subdivisionc>s c¡u"­
varian en geometrla y tama50 1up pueden coloca rse en tor 
ma paralela o pn ángulo recto a la Cromato sraf~a (a), -
tres placas de aislamiento (b) parcial o total, el reci­
,i nte del solvente (c) y el cuerpo de la cá':1ara (d). 

La placa con ve"tana s u::;a para checar la i'1fl'len­
cia Jel tiempo en el ~reaconriiciona~ielto. La placa nl~ 
na permite el rppmpl'izarniento del reci 'lpntp sin quitar 
la cr::l'1at" l.:lca. 

Fig. 17 CAHARA VARIO-~S 



· Fig. 18 COMPONENTES DE LA CAMARA 
VARIO-~S. 

CAlURA "U". En la actualidad la c!mara "U" (Fig. 1'1) 
ea la m!s moderna utilizada en la t~cnica de Cromatografía 
de alta resoluci6n en capa delgada, se encuentra formando __ 
parte del primer cromat6gra!0 de capa delgada, junto con el 
nanomat, una unidad de control, un anillo portaplacas y un 
block para la aplicaci6n de la ':luestr3. lh,\ z..O). 

"'1g. 19 ESQUEMA DE TRABAJO DE LA 
CAMARA "n". 

La cromatoplaca de alta resoluci6n se coloca en el ani­
llo portaplacas para la aplicaci6n de la ~uestra, eseeguida 
(1e Done en la cAmara en "U" con la capa adsorbente hacia ab~ 
Jo ~1 l, el solvente je eluci6n es alimentado hacia el centro 
de la cromatoplaca por un capilar de platino-iri~io ( ~) de 

( 26) 



r 0.2 mm de diámetro interno. La fase .apor producida en el 
exterior pasa por la cAmara 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 cAmara (5). 

Las cromatoplacas en el portaplacas pueden evaluarse 
automAticamente, despu~8 de la separaci6n,la cromatoplaca 
se seca y se coloca en un accesorio d~ densitómetro que~a~ 
do lista para la cuantificación. 

Fig. 20 CROMATOGRAFO DE CAPA DELGADA 

CROHATOGRAFO CE CAPA DELGADA. Con este sistema (Fia 
20) es posible tener un control completo sobre las fases -
(estacionaria, móvil y vapor) de2 proceso crornatogr!fico, 
una alimentación de la fase móvil con una velocidad de flu 
jo constante, separaciones con mayor resolución y por lo : 
tanto, valores de Rf mAs reproduciblec. 

La informaci6n obtenida con este sistema puede ser 
tunsforr.lada a datos aplicables en Cromatograf:f.a de colum­
na y Cromatograf:f.a de l:f.quidos de alta resolución. 

El tiempo requerido para el desarrollo de un cromato­
grama. var1a de 1-4 minutos y el consumo de solvente entre 
0.07 y 0.2 mI. 

E1UIPO PARA LA VISUALIZACION DEL CROMATO~R~~A 

El m~todo mAs comón consiste en rociar la cromatopla~ 
ca con un reactivo qu1mico usando un simple atomizador de 
vidrio l Fig. 21) 



FiG. 21 ATOMIZAOOR)E VIDRIO 

ATOHIZADOR DE VIDRIO. Consta de un matraz erlenme-­
yer de 120 mI (a), una cabeza rociadora con un tubo que se 
introduce e~ la solución reveladora (b), con unioneB esme­
riladas y una perilla de hule (e). Proporciona un fino -­
spray, puede usarse cualquier reactivo ~ e9 especialmente 
6til si sa trabaja con reactivos corrosiv0s. 

Debe tenerse especial cuidado con la c~beza rociadora 
despuós de cada uso debe lavarse perfectamente con un sol­
vente que elimine cualquier residuo del material utilizado, 

Fig. 22 GABINETE PARA GASr;;3 y VAPORES 

(23 ) 
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GABINET2 ?ARA GA3~J Y ~'P JR2S. :1 gabi~ete para ~ases 
y -;-l;>ores (Fi-. 2?) e-; d'l ~ran tlt;lii:3r: ., ra ~vit.ar la con­
t:::.'Tlinaci6n d 1 laborato~io y9.jU el !ni~3 1:), rfectam"nte to-

lO o el exceso j 1 reactivo en 3Dra} . rueJ conoiierar-
e indispensable e'l un laboritorio ¡o~de se trabaja con la 
t~cnica ~ro~at cgrificadebi10 a 1U' una ca~~ana d n e tracci6n 
nor~al no es slficiente y expone al operador q peli~ro ; de -
co ta:ninac.lón. 

P'ig. 23 LA"T'JA HA DE U 'J. 

LAMPARA "V. !as sustancias o g4ni~as lua absorban o 
emiten lyz UV, pueden detectars e usando 11 lAmpara de lu~ 
ultravioleta "ara Cromatograf1a en ca"'a J~lgada (Fi~. 23) 

La 1 n~itui d on1a a~ga (766 n~ ) s~ usa para ilen­
tificar s , ta cias con flu~re3cen~i, in\erenta o i 1 ci!a. 
~on 10n~ituJ .j- on;a COl' a (~5 '1' n;n , pue ten visual:zarse -
su s ta.ic i 3G ti a "0 r, n a esa lon;;il-ud ¡" mda aparo>cinndo 
c. <:10 r.,ancha: osc ra; r;'JQ re un fenio br lIante c ;-3.' do la cr,2 
matopl,ca :0 t" - un i'1lic'1ct,l r fluJr 's' nte. 

2n la ev llu,ci6n de cromat u3ra as 05 "sencial 'ener una 
lámpara con las 1Js 10ngitude3 de onda. 

Los cro ato ra a G se col oc,n ~~ 1 interi~r del ~abine­
t ;:c I lo cual o;i ta u' "'enetre la luz ~·:t· rior, ad ' á, un fil 
tro de vidrio impide ei pa l a d luc ultra-iol ta rrote~ end~ 
loa ojos i r .'l to la insrecci6n del ero ato:r~ a. 



EQUIPO PARA LA OOCUM"SN'r,\CIO~1 D.: LOS CROHA'rc ;¡¡I\~lA3 

El! un 3ran n(¡mero ,i e caso::; es necesario archivar los 
resultados de una separación; guardar las cromat0placas no 
resulta conveniente ya Que la mayoria de las c ro~ltoplnca3 
se deterioran con el tiem po , ademAs de que las coloracio-­
nes tienden a desaparecer, lo m~s conveniente es : a ) . u­
sar un papel delgado y sacar una copi~ de la separaci~~, -
b)._ sacar una fotocopia y c ) ._ sacar una fotocrafla. 

Fig. 24 CAMARA REPRO ~TAR. 

CAMARA FOTOGRAFICA P.P.PROSTAP.. La cbara Peprostar 
(Fig. 24) asegura ~otografias perfectas de sepa raciones 
cromatogr~ficas bajo luz visible, bajo luz nv 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 lO~5i 
tud de onda larga y uno para lonGitud de onda corta, un 
filtro de luz, dos reflectores que pue~en ser acomodados 
para lu~ visible, una columna que sirve para so s tener la 
c~mara y una c~mara polare1d. 

Despu~ s de colocar la crornator>lac 1. sobre la b¡:.se y s!. 
leccionar el tipo de luz, S8 coloca la cAmara a una altura 
correcta. Despu~s de la exposición, si se usa una cAmara 
polaroid la fotografia est~ list~ en unos cuantoe segundo~ 

(0) 



EQUIPO PA P.A ANALI::iIS CUA '! TITATIVO 

Existen dos m~todos generales para cuantif1caci6n: 

a) M~todo direct o sobre la cromato Dlaca 

Sn este~rocedi~iento se u tilizan los llamados Scannera 
qu~ acoolados con espectro fotóm e tros o f l uor6m etros son una 
especie de densit6metros, pero ~ás sofisti cados y precisos -
como el Scanner 8amag ( F.!.g. 25 ) que combinado con un !luor6-
'!letro "urner per:!)i te el cua!\ tea de compuestos que a bsorben 
en la reg , 6n vi sible, D.V y sustanc ias fluorescentes nativas 
o inducidas. 

Los Scanner han oi do us a dos con s ran ~xti to espec i almen 
te en la Tndustria quimico-farroacéutica en analisis rutina - = 
ri os de vitaminas, drogas, e s t eroides, e tc. 0n tra bajos de 
investi gación es un aparato valiosisimo, lo mismo en trabajo 
bimn~dico y cHnico. 

F.!.g. 25 SCAl'fNER CAMAG ACOPLAOO A UN FLUORO :·IET RO 

Al cuantear por este m~todo es necesario contar con un 
registrador (Fig. 26) el cual hace que la señal 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 m~todos normales para la medici6n de , 
reas, como son: 

a) El método de pesadas qu e consiste en cortar y pesar 
el papel bajo el pico, este m~todo es medianamente exac to ya 
que puede habe r errores debido al cont eni do de humedad y va­
riación en el grosor del papel. 

(3 n 
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Fig. 26 REGISTRADOR 

b) El m~todo de triangulaci6n basado en la medici6n 
del ~rea de un triAngulo si el pico es sim~trico. 

c) el m~todo de integraci6n usando integradores me­
c!nicos o automAticos,entre los mecAnicos se tiene el in­
tegrador de disco, 6ste es un accesorio que se adapta di­
rectamente al registrador. cuando la plumilla del regis-­
trador empieza su trazado simultAneamente 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 viaj~ 
y se le ha dado un valor arbitrario de lOO"cuentas" a ca­
da viaje, de manera que el número de cuentas bajo un pico 
expresa la concentraci6n del compuesto correspondiente -­
(Fig 27). De esta manera los resultados cuantitativos son 
obtenidos rApida y tAcilmente. 

Los integradores electr6nicos son mecanismos que --­
imprimen automaticamente el !rea del pico O la concentra­
ci6n, ademAs de ofrecer una gran precisi6n, los integradQ 
res electrónicos automatizan la operaci6n. 

SCANNER LB-276. Shandon Southern Instrumenta Inc. -
ha introducido el Scanner LB-276 (Fig. 28) que permite -­
la evaluaci6n cuantitativa en una y en dos dimensiones. 
el sistema cuenta las part1culas beta que son emitidas -­
por los compuestos isot6picamente lábiles con un contador 
de flujo qu~ mide las descar~as Dor minut o y puede detec-



tar cantidades tan Deque~as com" l Oa dpm's de carb6n. la 
salida del mpdidor estA uni~a a un re gistrador r on escala 
xy en la cual se registr~ la posici6n de la sustancia en 
el cromatograma para medir los valores de Rf con mayor e­
xactitud en el registro. 
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Fig. 27 INTEGRADOR DE DISCO 

Carl Zeiss, Ine. ha actualizado los espectrodensit6-
metros, -or ejemplo el modelo KM-~ h3ce medicion es de tra~ 

mitancia y reflectancia simultlneamente, suaviza la linea 
base y corrige las fluctuaciones debidas a las dispersio-­
nes de las ~anchas, minimiza el ruido e incrementa la pre­
cisi6n y los limites de dete cc i6n, ademAs usa escala de -­
expansi6n en el registrador. 

Fig. 28 SCAN~ER L~-276 



Actualmente Schoeffet Instrument Corporation ha in­
troducido al Scanner un monocromador con oosibilidades -
de barrido que permite obtener el espectro de emi si6n de 
fluorescencia y de absorci6n de 103 co~puestos separados 
directamente de la cromatoplaca. 

SISTEHA INTEGRADO KONTES. La Compa~ia Kontes Glass 
ha diseñado un sistema cromatogrAfico para analisis cuan 
titativo, consta de un aplicador y un densit6metro (Fig~ 
29). El equipo aplica pequeñas cantidades de muestra y 
mantiene el tamaño de la ~ancha pequeño por medio de una 
r!pida evaporación del solvente haciendo pasar una co -­
rriente de gas inerte, y con reproducibilidades del 9~ %. 
Despube del desarrollo convencional y del secado, ee pas~ 
al densitómetro que puede medir reflectancia, transmita~ 
cia o fluorescencia de la muestra. Emplea filtros de 
200-750 nm, la salida del densit6metro se conecta a un -
corrector de la linea base y ense~uida a un regi ~ trarlor 

~ al integrador digital Kontes con impresor._ ~ modelo­
K-21 tiene un sistema de computaci6n con memoria perma-­
nente que permite cAlculas subsecuentes. 

Fig. 29 SISTEMA INTEGRADO KONTES 

B) Determinaci6n por eluci6n. 

Para cuantificaci6n, los resultados m~s precisos se 
obtienen por eluci6n de los compuestos con un solvente ~ 
decuado y posteriormente determinar su concentraci6n por 
fotometria. El Eluchrom Camag est~ diseñado para la elu 
ción automática cuantitativa de las zonas directamente rt 
de la cromatoplaca sin tener que rasnar el ad sorbente. 

ELUCHROM. El equipo (Fig. 30) consta de seis jerin 
gas que se llenan con el solvente de eluci6n con v~lvu: 



las individuales conectadas al recipient e qu~ c~ntinne el 
sOlvente!a). "lna base donde se col ,' c'i la cro'atoplaGs (b ), 
rna placa q e se coloca abajo de la cromato nlacs y que ay~ 
da a " resionatla (c), cabezales de pl!stico donde entra el 
lfquid o de eluci6n y sal~ la sustancia elu1da (d), un sopor 
te que se coloca sobre los cabeza'es le), y tubos de vidrio 
donde son recogidas las muestras eluidas (f). 
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Fig. 30 ET::CJ-ipOM 

~omo requisitos para la eluci6n las sustancias deb en 
estar Reparadas una 1istan~ia mayor de 2.5 cm una de otra y 
su diAmetro no debe ser may ' r de 2 cm para cada zona elutda. 

Despu~s de la eluci6n, las cubetas con los extractos se 
seDaran del 81uchrom oara su medici6n fotom~trica. DeoBndien 
do ' de la velocidad de' eluci6n seleccionada, un ciclo comple-­
to tarda aproxi~adamente 30 minutos. 



CAPITULO lIT 

DETERMINACIONES EXPERIMENTALES 

PREPARAGION DE CRC"iATOFLACAS DE CELl.1LOSA . 
En el comercio se encuentran dispo~ibles cromatoplacae 

de muy variados tipos, a61 como los materiales adaorbent.a 
para su preparación. Preparándolas en el laboratorio ade-­
m~s nelahorro en din~ro, pueden seleccionarse de una manera 
m~a amplia los mat~riales y reactivos para la preparación de 
cromatonlacas mis adecua~as para un determinarlo m~todo. 

Material y equipo: 

a) Aplicador manual para cro~atoplacas 
b) Placas de vidrio de 20 x 20 c~ y de lO x 20 C~. 
c) Celulosa microcristalina DS-5. Camag (45 g) 
4) Acetona o alcohol etl1ico (25 mI) 
e) Agua destilada 
f) Vaso de precipitados 
~) Agital~r de vidrio 

Procedimiento: 

Se prObarán espesores de J .5 y O. ~ mm. Se lavan perf8~ 
tamente las placas de vidrio con agua y jabón, se secan y S8 
limpian con acetona o alcobgl etllico para eliminar cualquier 
vestigio de grasa. Por otra parte se prepara la pasta en el 
vaso de precipitados ~ezclando 45 de celulosa con 2?~ mI de 
a3ua obtDnicndose una pasta li sn ramente e spe sa. Se pasa ra~ 
pidam qnte la pasta al recipi~nte del aplicador . abiendo se­
leccion~do previa~ente el espesor con la barre~ fija ( 0.3 y 
0.5 mm). A~tes de pasar la pasta al recipi nte Be acomodó ~ 
una olaca abajo de él. Enseguida se empujan las placas de 
vi~rio una tras otra de una manera rApida y uniforme. 



Las cro~ato~lac3r de 0.3 mm son irregulares en la :apa 
~9 adsorbente y no rue~en usarse. 

Las cromatoplac8s de 1.S mm son satisfactorias. 

Conclusiones: 

Zl espesor minimo adecuado para cromatoplca~ ~e celu­
losa con este tipo de adrorbente y con este aplicador "8 -

de 0.5 mm. 

Observaciones: 

La celulosa tiende fÁcl1m p nte a s~d~mentarse, por lo 
que se recomienda mezclar IR paRta inmerliata~ent~ antes de 
pasarla al recipiente rlpl a~licador. 

SEP.a.r'A~ION DE 'IITMaNAS '11 ')f70';OLl.!!3LES E;1 U'1 r;OMPL SJO 
'ITA"DIIr.O 

SI uso de la cromatografia en c3pa rlelgada en la I~_­
dustria ~armac~ tica e~ una de las aplicaciones m~s impor­
tantes de la t~cnica, ya 1ue este tipo ~p industria ti~ne 
el compromiso le~al y moral de llevar un control total de 
calidad de sus productos y dp mejorar la sensibilida1 de -
sus m~todos ana1iticos. En este as~ecto, sobre todo en 
los 61timos l' años la Cromatograf1a nn capa delTada ha si 
do firmemente aceptada como un método de rutina universal~ 

nas: 
~1 producto a analizar co~tiene las si~uientes vitami 

Mohirlrato de tiami"la, '7it. 131 
Ribo!lavina, Vito ~2 
Nicotinallida 
~antotAnato de calcio 
Clorhidrato de piridoxina, Vito ~6 
Cianocobalamina, Vito R12 
Acido asc6rbieo, Vit e 

Material y equipo: 

a) 'ro';atonlRcas ~e silieagel con i'ldicador !'V sin 
activar 

b) Guia de aplieaei6n de /0 cm 
e) Microj~ringa de ? u1 
d ' Cl~ara rte desarrollo e1Asico 
e) L~rnpara de UV de 254 y ~66 om 
f) Nebu1izador de vidrio 
g) Campana de extraeci6n 



':'r,ac t i ve,s: 

al Metanol nuro 
b ) Sol lci6n el uy nte: Bence:IO, m ~ ta:101. ac·~tona. ~c. 

acético glacial ( nl:20:5 :) 
c' Soluc 5n ~~ y0 dor l atin ~ to de Dota~io. Se mezclan 45 

~l ~e soluci6n al 11 de 7 duro de potasio con s mI 
de cloruro de platino al 5 % y se afora a 100 mI. 

d \ Soluci6n al 0.1 ~ de clorimi~a de dicloro~uinona en 
etanol. 

e) Ninhidrina al 1.5 % en etanol. 

Prepgrac16n de le muestra: 

Se tritura ~na grajea en un mort ro, se disuelve en 5 ml 
de metanol puro y se filtra. Los preparados de c~psulas se e 
disuelven directam~ nte en el metanol. 

Procedimiento: 

Se hac 0n anlicaciones de 0.5 ul de soluciones est!ndar e 
de cada vitamina y cuatro aplicaciones d e muestra de 2 ul. 
Después de la aplicaci6n se de ja evapo rar el solvente por u-­
nos minutos y se inicia el desarrollo en una c~mara clAs1ca -
sin saturar. El trayecto del solvente debe ser da lq cm en -
la oscuridad. 

Se saca la cromatoplaca, se deja evaporar lS m1nutgs en 
la campana de extrac ción y 10 min u t os en la estufa a 90 C. 

Visualización: 

La vitamina B? se reconoce bajo luz UV de longitud de o~ 
da lar~a c ):>!o una ñlancha a:narillo fluorescente. 

~as vitaminas B1 , e y la nicotinamida son vi sibles como 
~anchas oscuras sobre un fondo fluorescente al observarse ba­
jo l uz ~V de loneitud de onda corta (~ 54 nm). 

Para la i rle nti f icaci6n de la biot1na, se rocia con la so 
lución de yodoplatinato de potasio una banda tapando el reato 
de la cromatoolaca. La biotina aoarece ~lanca sobre un fondo 
rosa denpu~s de media hora, se ve~ ademAs la vita~ina B de ­
col o r gris, la nicotinamida d~bil~ ~ n t e a~arilla y l a Vitamina 
e de aMarillo ~á s intenso. 

Ct ra banda se usa oara la i1 entificac i ón de la vitami na 
Rr,. se roci a la b:¡nda con l a soluci6n cte clorimlda d" dic lorQ 
qU inona, se deja raposar 10 ~inutos y se exp~ne a vapores de 
amoniac o, 'a btotina se r ~ vela c omo una mancha de color azul. 
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Despu~s se calientli el cr')matogral!la a 16:) Oc durante 
30 minutos y se rocia en caliente la otra banda con la -
solución de ninhidrina al 0.5 % en etanol, se vu elve a ca 
lentar durante un periodo 'lIás corto y el pantotenato de -
calcio se revela como una mancha violeta. 

Resultados: 

La separación obtenida se muestra en el si6ui~nte e~ 
quema: 

a). -
b). -
c).­
d). -
e). -
f). -

g). -

s • 

g • 

1 2 J 4 
SEPARACION CROMATOIJRAFICA DE VITAHINAS 

Valores de Rf. 

Vitamina B1 - 0.000 
Vita~ina e - 0.27~ 

Vitamina B - 0.~15 
Nicotinami~a- O.5g0 
Biotina - O.75R 

Pantotenato 
de calcio - 0.520 
Vitamina B6 - 0.120 

Conclusiones: 

En algunos casos la '¡isualización de una separación 
cromatográfica, es necesario recurrir a varios m~todo8 de 
detección o tambi~n a una combinación de ellos. 

Observaciones: 

Cuando se emplean varios m~todos o reactivos de de­
tpcción como en el ejemplo, se hacen varias aplicaciones 
y se visualiza en bandas, unA plira cada m·t0~o. Sobre 
todo para analisis cuantitativo. 



IDE~TI :" ICACI0N DE AHALJ¡:;SICOS 

La Cromatografs en ca~a dpleada se utiliza taMbién en 
la Industria ·':.rmacllutica de una manera semicuantitativa, 
po ejemplo, se checa que una impureza conocida se manten ga 
abajo de ciertos niveles de la siguiente manera: Se croma 
tografia la muestra y el estándar por separado en la misma 
cronatonlaca y despulls del desarrollo se comoara el tamafio 
de las manchas para jusgar si la impureza exc ede o no loa 
limites establecidos. 

cos: 
La muestra a analizar contiene 106 siguientes analg6s1 

earaina 
Fenacetina 
A~ido acetilsalicilico 

Haterial y "quipo: 

a) Cromatoplacss de silicag~l con sGluttnante e indl 
cador 

b) Guia de aplicaci6n de 20 cm 
e) Microjeringa de 5 nI 
d) Clmara de desarrollo Sandwich 
e) LAmpara ultravioleta de onda corta (25 ~ nm) 

Reactivos: 

a) Metanol 
b) Soluci6n de desarrollo: Benceno, ~ter etflico, l­

eido aelltico glacial, metanol (120:60:18:1) 

Preparaci6~ de la muestra: 

La muestra se tritura en un ~ortero, s e disuelve en 5 
mI de metanol y se filtra. 

Frocedimiento: 

En una cromat,placa se aplican cada un o de los estlnd~ 
res (1 pI) Y en otra se aplican distintas cantidades de mue~ 
tra para checar variaciones en los valores de Rf con distin­
tas cantidades de muestra, 0.5. 1.0, 1.5 Y ~ .5 pI. 3e deja 
evaporar el solvente de la mUB 3tra, se f )rma el sandwich -
con otra placa de vidrio, se sostiene con pinzas y s e intrQ 
duce el el recipiente del solvente. 

S~ desarrollo tarda entre 45 y 60 minutos, viajando el 
solvent ~ una distancia de 12 cm. s e saca la cromatoplaca, 
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se deja eva~~ra~ ~l solvente y se observa bajo luz ultravi,Q. 
! eta ~!e onda corta (25:¡ nm). Los compuestos aparecen como 
zona::; oscuras. 

'Tisualizaci6n: 

Los tres compuestos so~ viGualizado6 observando la crQ 
i'1atoplaca ba~o luz "V de 254 nm. 

Después de la separac16n y visualizaci6n, se calculan 
los valores de Pf y se procede a la identificaci6n de los 
componentes por ~edl0 de tahlas o cr0matografiando comnue! 
tos estAndar. 

Resultados: 

La separaci6n "rO~at03rá~L:a ohtenida se ro presenta en 
~l sisuiente esquema: 

7reL .. J..... ~ 1 
so:':¡el ~-e 

, · ~ • , • • • • 
• • • • • • • • , 

L:!.TIP,:J. ;e • • • apli.:' ·Jr. • , • • 

V~lores de Rf 

Cantidad de ~uestra Cafeina Fenacetina Ac acetilsalici 
(ul) lico. 

0.5 0.115 o. I R8 o.~ 30 
1.0 0.115 O. 3"4 0.630 
1.5 0.115 O. ~% 1).6'0 
2.0 0 .11 5 O.4)() O. f, 31\ 
2.5 0.115 0.4"1', 0.08 
5.0 0.115 0.408 0.638 
7.5 0.12'" O. '\1 5 0.6:>') 
1') . 0 0.13) O. /f 15 0.615 



Conclusiones: 

Los valores de Rf varian ligeramente con l a cantidad 
de muestra empleada. El modo de variaci6n depende del ti 
po de compuesto. Por lo tanto, si cabe alguna duda con: 
respecto a la identificación por medio de los valores de 
Rf, es recomendable comprobarla por medio de compuestos -
estándar. 

Observaciones: 

Antes de observar bajo luz UVes recom endable elimi­
nar primero todos los vaporea del solvente, de otra ~ane­
ra suelen aparecer dos frentes del solvente o punto s fluo 
rescentes en la cromatoplaca. El doble frente puede s er: 
debido ta~bifn a que la proporeión de solventes en el 5i~ 
tema de desarrollo no es correcta. 

SEPARACION y CUANTIl"ICACION DI! FEÑILALANINA EÑ UNA 
MEZCLA DE A~!INOACI DOS 

La determinación de arninoácldos contenidos en las pro_ 
teinas de lo s alimentos es de gran interes, especialmente 
en los ~ltimos años despu~s de reconocer su importancia 
con respecto a la especificidad nutritiva que juegan cie.! -
tos amino~cidos e~ el crecimiento, en la reproducción, -- -
lactancia del hombre y de otros animales. Actualme:lte eL 
analisis de aminoácidos es com6n en alfalfa, algodon, a __ 
rroz, avena, cacahuate, carne, cebada, centeno, trigo etc. 

Los aminoflciios pueden analizarse por Cromi3.tografia 
de papel, de capa delgada, de gases (for~ando deriv~do r, -
previamente), de liquidos de alta presión, etc. Por Cro­
matograf1a en capa delgada se obtienen s eparaciones con -
buena resolusión y alta reproducibilidnd, la t~cnica es -
bastante sencilla y actualmente es posible obtener resul­
tados cuantitativos con la exactitud y preci ~ión que los­
obtenidos por técnicas má8 sofisticadas corno la Cromato-­
graf1a de liquidos de alta presión. 

Material y equipo: 

a) .-

b). -
c). -
d).­
e). -
f) .-
g) .­
h). -
i) .-

Cromatoplacas de celulosa microcri s talina DS-O 
Camag de 0.5 mm de espesor y de 20 x 20 cm. 
Cámara de desarrollo clásica 
Guia de aplicaci6n 
Microjeringa de 5 ul 
Hebulizador de vidrio 
Estufa de secado 
Densit6metro 
Registrador 
Integrador de disco 



Reactivos : 

a) _ Soluciones estAndar de !enilala.~ina de 0.2, 0.4, 
0.8, 1.2, 1.6 Y 3.2 % en isopropanol al 10~ 

b) Solvente 1: Cloroformo, metanol, hidr6xido de a­
monio al 17% de NH (2:2:1) 

e) Solvente II~ Metan61, agua, piridina (20:5:1) 
d) Revelador: ~inhidrina al 0.3% en n-butanol con 3 

mI de ~cido ac~tico glacial 
e) Isopropanol al 10% 
f) Soluci6n de eluci6n: 5 mg de sulfato de cobre •• 

disuelven en 100 mI de etanol al 80% 

Procedimiento 

En una de las cromatoplacas 58 hacen apl icaciones de 
fenila\Q~ina de 5 , 10, 20, 30, 40 y 80pg,se deja evapo-­
rar el isopropanol y se coloca en la c!mara de desarrollo 
~aturada por una hora con el solvente l. Cuando el frente 
del solvente recorre una dibtancia de\2GMSe saca la croma­
toplaca, se deja evaporar el solvente a temper~tura ambie~ 
te durante 15 minutos y luego se calienta ~ 90 e durante 
15 minutos para completar la evaporación. 

En otra cromatoplaca, en el extremo i~!erior izquier­
do se aplica la solución mezcla conteniendo fenila\~ñ1na, 
histidina, lisina y leucina. La aplicación se hace de 2.5 
~l de la soluci6n de concentraci6n desconocida. Se coloca 
la cromatoplaca en la c!mara de desarrollo saturada por u­
na hora con el solvente de primera d~mensi6n, se deja que 
el solvente suba una distancia de 12cm marcada con anterio 
ridad. Despubs de terminado el desarrollo se deja evapo-: 
rar calentando cuidadosamente y se inicia el segundo desa­
rrollo en direcci6n perpendicular al primero. 

El reve1ado se hace rociando la cromatoplaca con l. 
soluci6n de ninhidrina, de una manera uniforme a una dis _ 
tancia de 30 cm aproximadamente. Las zonas de los aminoA-

~;~~~t::i~~~~l:nl~~~~ ~~~::~: ~~ ~!~~o::oleta despubs de 

RESULTADOS 

La separaci6n obtenida se ilustra en el é~quema de Se 
paraci6n bidimensional de amino!cidos. 
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SEPARACIO~ BIDlMENSIO~AL DE AMINOAClDOS 

VALORES DE Rt 

la. DiBensión 

a). Li&ina - 0.836 
b).- Histidina - 0.865 
c).- Fenilanilina - 0.943 
d).- Leueina - 0.952 

2s. Dimensión 

Lisioa ~ 0.030 
Histidina - 0.255 
Fenilanilina- 0.721 
Leucina - 0.824 

CU~~IFICACION POR DENSITOMETRIA 

La Densitometria es un m~todo en el cual, la absor 
baneia o fluorescencia de una sustancia puede ser determi 
nada directamente de la eromatoplaca. En cuantificaci6n­
de sustancias coloreadas pueden utilizarse un densit6me-­
tro que mida la absorción de luz en la regi6n visible. 

El dens1t6metro usado se ilustra en el siguiente es­
quema : 

.. 
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(1) Protector de luz, (2) Bot6n para la colocaci6n del c(~­
ro, (3) Botón par" la colocaci6n del 100't A. (4) Medidor 
para la colocaci6n del cero, (5) Compartimiento para la 
fuente de luz. sistema 6ptico y fotosensor, (6) Selector 
para la direcci6n de barrido, (7) Bot6n pRr~ finalizar el 
barrido, (8) Selector de la velocidad, (9) Bot6n para ini­
ciar, (10) Interruptor maestro, (11) Interruptor para el 
retorno automAtico de la placa, (12) Interruptor para el 
cruce automAtico de la placa, (13) Bot6n para fijar y sol­
tar la cromatoplaca, (14) Bot6n de enfoque, (15) placa .6-
vil. 

x 

DIAGRAMA DEL SISTEHA OPTICO 

(1) Fuente de luz, (2) Colimador, (3) Apertura de la rendi 
ja. (4) Filtro, (5) Espejo rotatorio, (6) Espejo fijo, (7"> 
Cro.atoplaca, (8) Fotoseneor. 

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 eolo-­
candose con la ranura hacia la fuente de luz. 

3. Se enfoca la imagen de la ranura sobre la cromato 
placa usando el bot6n de enfoque. -

4. Determinar el origen del barrido empujando la pla 
Ca hacia la izquierda hasta que la ranura atraviesa una á: 
rea blanca a pocos mm de la la. mancha a ser analizada. 
Se selecciona la direcci6n del barrido. 

5. Seleccionar la velocidad deseada de barrido . 
<3 cm/mn.) 
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6.- Se ajusta el cero con la ranura en una zona blan 
ca de adsorbente y el 100~ con la ma:lcha d coloraci6n mlls 
intensa. 

5e selecciona la velociiad del panel en el registrador 
(20 mm,' r.tin) • 

Se presiona el bot6n de em~ezar. 

Pesult'ldos: 

El cro~atograma obte~ido muestra picos de diferentes 
Areas y cuentas con el integrador de disco correspondientes 
a las difere~tes ca~tid~des de muestra aplicada. (Cro~. N 1) 

Conclusione.: 

Graciap al uso del integra' or de disco se obtienen re .. 
·ullados aceptables a pesar d~ que los picos en 61 croMato­
grama no t~enen una forma Co~pLctamente regular. tor m~to­
dos manuales el error en la determinación se veria aumenta­
do. 

Observaciones: 

Los amino~cidos también pupden determinarse por elu-­
ci6n usando como 501uci6n eluyente 5 mg de sulfato de cobre 
en 100 ml Je etanol al Ro~ y leyendo la densidad 6ptica a 
510 nm. 

Para la cuantificaci6n d~nsitométrica, es recomendable 
guardar las cr0matopIacas en la oscuridad y con alg~n pro­
tector desecante si la deter~inaci6n no se hace anseguida 
de la visualizaci6n. De esta manera, 106 colores permane­
cen estables ~or algunas semanas. 

CUAN,!,T"'ICAr:IO'1 DE COUlRA:ITES f'0R J~ST'Or'lE"RIA y !'(")R 
ELUCIC~. 

Una gran canti,ad de age~tes colorantes natura'os y 
sint~tico6 se han u~ado co~o ad~tivos en los ~lim~ntos ~a­
ra m"jorar s\.: a;ca:-ie'1cia, generalmente en c'lntidades que v~ 
rian de 1-300 ppm. En aftos rec 4 entes, en la ~a. sAsi5n de 
la FAO/~¡~ el c0~ité de eXDertos ~n ad~tiv06 de 108 alimen­
tos, examin6 deode el punto de vista toxico16gico los 160 
colorantes y los clasific6 en lifnrentes cate:orias, de ma­
nera que act ¡almpnte la lista de colorantes ~ermiti~os pn 
aIi~entos e3tA li~ita a a unos :uantos. Como ~on la tartra 
-ina (10140), el amarillo FCF (159°5) y el purpúreo (16185J. 

Matprinl y equipo: 

a).- CromatoDlacas de siIicagel activada por bO minu­
tos a 1 '0·" 
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b). -
c). -
d). -
e). -
f). -
g). -
h). -
i). -

C~mara de desarroll o c1~sica 
Guía de a~licaci6n 
Microjeringas de 2 y 5 ul 
Densit6metro Camag 
Registrador 
Integrador de disco 
E1uchrom de Camag 
Fot6metro Linson 5 

Reactivos: 

Solvente de desarrollo: benceno 
Soluci6n de e1uci6n: Metanol 

a). -
b). -
c). - MMezc1a da colorantes: p-dimetilaminoazobenzol, 

aminoazobenzol-azo-nafto1 (Sudan 111), benzo­
quinona-p-hidroxifenilamina (Indofeno1), am1nQ 
azotoluol. 

Procedimie,to: 

Se hacen aplicaciones de O. ,1.0,1.5,2.0, Y 2.5 ul 
de la mezcla estándar de colorantes sobra cromatoplacas -
de silicagel. La proporci6n de cada colorante en la mez­
cla es la misma. El desarrollo se efectúa en una c~mara 
clásica usando benceno como solvente durante 30-40 minutos 
aproximadamente. La seoaraci6n es bi6n definida. 

Determinaci6n densitométrica: 

Condiciones: 

a) .-

b). -
c). -
d). -

Filtro K3 
llas y K 
Veloclda~ 
Salida al 
Velocidad 

oara las fracciones rojas y amari -
para las fracciones azules 
de la cromatoplaca- 3 cm/min 
registrador- 100 mV 
de la carta - 20 mm/mi n 

Se analiza cada colorante por separado y se ohtie -
nen sus resoectivos crnm~togr~mas do~de cada pico corres 
ponde a una determinada cantidad de colorante. -

El procedimiento es el descrito en la determinaci6n 
de fenilalanina. 

RESllLTAOOS: (Cromatogramas -, y 4) 

Cantidad de muestra 
(ul) 

0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 

Cuentas 
p-dimetilaminoazob en zol 

1408 
1630 
1980 
2120 
2)'"\1) 

Indofanol 

100 
6'50 
800 

1030 
1240 
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Deterl1inación por elución: 

1.- Despu~s de' desarrollo, las manchas ne los co~ 
puestos se aislan del resto de l~ cro~ato~laca por mpdio 
de un accesorio (751000-5) de un diámetro igual ~ ~ayor 
al de la cabeza de eluci6n. 

2.- La cromatonlaca se coloca sobre la me8~ nel E_ 
luchrom y sobre carla mancha se acomodan lns cabezas de -
eluci6n, es importante que no tengan contacto con el ad­
sorhente. Sobre las cabezas se pone un puente, ens.gui­
da se baja la palanca sujetando con fuerza la cromatopl~ 
ca contra las cabezas. Los tubos capilares ee introducen 
en las cubetas para recolectar la soluci6n. 

~.- Se conecta el switch ceneral, las jerin~as se 
llen~n con el liquido de plu'i6n y se ini~ia l~_el~ción 
a la velocidad ~'s baja, oresionando el botón de inicio. 
Cuando aparece la pri~era gota de soluci6n S E presiona -
el botón que pone en cero el medidor. Se sel~cciona el 
volumen total de eluci6n asi como la velocidad y se vuel 
ve a presionar el bot6n de inicio. La elución se detie: 
ne automiticamente cuando se ha llogado al volumen marc~ 
do. 

Condiciones: 

Volumen de olución - 2.5 mI 
velocidad de eluci6n - o.Ge;; ml/min 

Lecturas fotom~tricas en absorbanciae: 

microgramos 

0.1::>5 
0.~50 

0.375 
0.500 
0.625 

Muestra 

p-dimetilaminoazobenzol 

1.'116 
0.011 
o.n?""-
0.0'5 
0.1',1) 
0.J15 

I., iofenol 

0.01') 
0.0 " 1 
0. 046 
0.060 
0.074 
0.017 

Las curvas de calibraci6n obtenidas se ~u9stran en 
seGui :a: 

RESlJLTAfOS: Comparaci6n de result'ldos 

MHodo 

Densito'lle:rla 
Elución 

p-dimetilaminoazobenzol 

I.'}'14 u~/ul 
0.10') 

Indo fenol 

0.156 u;/ul 
0.11.'}5 " 

Con aplicaciones de 1 ul de Rol~ci6n ~uestra. 

(4 ) 
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CONCLUSIONES: 

En esta separaciÓn los dos m~todos tiene aplicabili-­
dad similar. 

09SERVAClONES: 

Puede u&arse el m~todo de EluciÓn siempre y cuando 
las manchas est~n completamente separadas entre sl y de un 
tamaño menor que el diámetro de las cabezas de elución. 

El m~todo densitombtrico es mAs ~til en aquellos ca-­
soa en donde la separación no es perfecta y es indispensa­
ble cuando las aplicaciones se han hecho en forma de band~ 
ade~As es mAs sen,~llo y rApido. 

(49) 
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CAPITULO IV 

CONCLUSIONES 

Actualmente con los avanoes obtenidos en la instrum~n 
taci6n, la Cro~~tograf1a de ca~a delgada s s una t~cnica -
con enormes posibilidades de separación teniendo como con­
secuencia un extenso campo de aplicaciones. 

Usando por ejemplo la Croaatogratia de capa delgada _ 
de alta resolución pueden separarse hasta 40 componentes _ 
obteni~ndose resultados altamente reproducibles controlan­
do electr6nicamente todas las condiciones de operación, lo 
cual es una sran ventaja, ya que al igual que en cualquier 
otra t~cnica, la principal razón de una reproduc_ibilidad 
pobre en los resultados es la falta de control durante el 
proceso. 

El control en las operaciones abarca desde l a prenara 
ci6n de las cromatoplaca& que deben tener un grado de con­
sistencia uniforme para obte~r-repróduc_ib1l1dad, ya que 
de otra manera, el frente del solvente no viaja horizontal 
mente uniforme. Usando nreferentemente el aolicador auto­
mAtico se obtienen cromatoplacas estandarizadas do alt a ca 
lidad. 

La aplicaci6n de la muestra es un importante factor _ 
en analisis cuantitativo ya que influye en la linealidad 
de las curvas de calibraci6n, el equipo que ha demostrado 
tener una mayor precisión y exactitud es e l Llnomat III 
que aplica la muestra en forma de un fino spray ya sea co­
mo mancha redonda o como bandas. El Chromatocharge r es 
mAs 6til en caso d~ analisia cualitativo aplicando la mue~ 
tra en forma de bandas largas. 

En 10 que se refiere al desarrollo de la Cromatogra-­
fia, el. m~todo mAs satisfactorio y que presenta un campo 

( 50) 
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de aplicaci6n todavia mayor es la CroM~tografía circular -
de alta resoluci6n en la cual se obtienen resultados simi­
lares a los proporcionados por la Cromatografía de llqui-­
dos de alta resoluci6n con la ventaja del bajo consuao de 
solvente, solo se necesita 1/1000 de la cantidad normal, y 
del material adsorbente solo se usa 1/60 de la cantidad en 
Cromatograf1a convencional y del corto tiempo de analisis. 

En aquellos casos en que se desconocen las cantidades 
6ptimas es ~til el uso de la c~ara Vario-KS ya que pueden 
probarse diferentes sistemas de solventes simultAneamente, 
diferentes grados de actividad y establecer gradientes de 
preacondicionamiento en direcci6n paralela o perpendicular 
a la Cromatografía. 

En separaciones mAs sen~illas, en las cuales las con­
diciones de operaci6n han sido ~standarizadas y es naCBsa­
rio un control moderado sobre el ryroceso, puede recurrirs8 
a la cAmara Sandwich preferentemente a la c~ara clAsica 
ya que usa solo 1/4 del sovante necesario en la c~mRra clA 
sica. El grado de separaci6n, la reproducibilidad y l~s -
tiempos de analisis son muy parecidos en estas dos cAmara~ 

En visualizaci6n, la escasa fluorescencia propia de 
los adsorbentes inorgAnicos facilita la identificaci6n de 
las sustancias observAndolas bajo luz UV. 

Para la determinaci6n cuantitativa por deneitometrla 
es necesario que las sustancias tengan propiedades 6pticas 
adecuadas. Se ~ide absorbancia si la longitud de onda ade 
cuada estA entre 200-750 nm, fluorescencia si la longitud­
de onda de la luz emitida despu6s de la excitaci6n eBt~ en 
tre 405-750 nm, y disminueión de la fluorescencia cuando -
la eaua contiene un indicador fluorescente, el cual es ex 
citado con luz de onda corta (254 n~) y las sustancias que 
absorben a 254 nm son determinadas por la supresi6n de la 
emisión a 540 nm. 

Aquellos compuestos que pueden ser determinados por 
medici6n de la aosorbancia o de la fluoroscencia, es reco­
mendable lo último por su mayor sensibilidad y reprüducibi 
lidad. El tiempo requerido para un analisis densitom~tri: 
co es de solo unos minutos, con reproducibilidades de 95-
97 %. 

Por el m~todo de eluci6n pueden cuantificarse todas 
las sustancias que puedan ser completamente eluidas o ex-­
traldas del adeorbente y que puedan ser determinadas post~ 
riormente. Pr~cticamente siempre es posible usar este m~­
todo. El 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 mhs y hoy en dla , es cosible el intercambio de da-= 
tos con la Cromatografla de liquidos de alta resoluci6n • 
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CAPITULO V 

OBSERVACIONES 

La Cromatografía en capa Jelgada es una t~cnica impor 
tante, sobre todo si se usa en combinación con ottas técn! 
cas cromatogrAficas. Por lo que se recomienda que sean es 
tudiadus y evaluados e~ forma conjunta. La Cromatograf1a­
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 obtenarse resultados bu~ 
nos a~n por operadores no experimentados. 

b). Resolución: 

La resolución obtenida as realment e buena, sobre todo 
en la cromato~rafia de capa delgada de alta resoluci6n, __ 
donda se tienen s~paraciones hasta de 40 componentes en u­
na distancia de 5 cm. En Cromatograf1a convencional, don­
de la resolución es menor, logran separarse 10 compuestos 
en 5 cm. 

c). Sensibilidad: 

Usando el método de detección apropiado, es posible -
detectar cantidades del orden de femtogramos y picogra-­
mos por alta tesolución, por el método convencional pueden 
detectarse cantidades de 0.001 nanogramos. Aunque cada 
sustancia tiene un l1mite de detecci6n propio, estos por 
lo general son muy bajos. 
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d)"_ Escala: 

Aunque el proceso es esencialmente una micro técnica. 
el tamafio de la muestra es perfecta~ente manejabl e . Ada-­
mAs los intervalos de concentración varian ampliame nte y 
en una misma cro~atoplaca pueden separarse des de ~ .5 o g 
hasta 5 mg. 

e). Precisión: 

En condiciones de operación óptimas y usando ya sea 
el método "in situ" o el método de elución pueden obtener­
se reproducibilidades mayores del 99 %. 
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