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LABORATORIO: LA CROMATOGRAFIA COMO

UN INSTRUMENTO DE ANALISIS BIOLOGICO,

INTRODUCCION

El anglisis cromatografico fué utilizado por primera vez en
1903 por ¢l botdnico ruso Tswett para separar los compo-
nentes de pigmentos vegetales utilizando una columma ab-
sorvente. Este método resurgid en 1931 cuando Kuhn y
Lederer lo emplearon en la separacion de carotenos y xan-
tofilas, usando alimina en la columna de adsorcién (Savi-
dan, 1963).

Gordon, Martin ¥ Synge propusieron en 1941 una modifica-
cén a los métodos anteriores usando pliegos o tiras de pa-
pel como adsorbente. (Willard, Furman y Bricker, 1961 ).
Este método se llamé cromatografia en papel.

La cromatografia es un método fisico para la separacién de
componentes de una mezcla. Los componentes de la mezcla
se distribuyen entre dos fases: una, la FEstacionaria, que
permanece quicta, ejemplo, el papel cromatogrifico y

h otra, la fase movil, que como ‘su nombre lo indica, se-

filtra o se mueve a través de los intersticios de toda ia fase
estacionaria. La fase estacionariz puede ser un sdlido o un
liquido ¥ la mévil un liquido o un gas. Durante el movi-
miento hay una migracién diferencial de los componentes
de la mezcla gracias a la accion del solvente o Blucare, Los
procesos fundamentales responsables de la separacidn cro-
matogrdfica son la Adsorcicn y la Separacion & Particion.
La adsorcién es la deposicion de una sustancia sobre la
superficie de otra, generalmente en estado sélido y por ac-
cidn de fuerzas intermoleculares. La buena escogencia del
solido permite una adsorcién apropiada de un determinado
compuesto de una mezcla, ya que la intensidad de 1a adsor-
cidn depende de las propiedades de la superficie. Pueden,
as1, separarse varios solutos que tienen diferentes coeficientes
de adsorcién ante un determinado s6kido. La separacion s
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la deposicion diferencial de los solutos sabre la superficie de
la fase estacionaria. La separacion de los componentes en
zonas depende de los coeficientes de particién de cada uno
de ellos,

La cromatografia se divide en : cromatografia en fase liqui-
da y en fase gaseosa, La primera se subdivide en cromato-
grafia por adsorcidn, cromatografia de particién en colum-
m y eromatografia en papel y en placa.

La cromatografia en papel es un método de particién que
utiliza este material como fase estacionaria, La mezcla
a analizar se deposita en uno de los extremos de la
hoja o tira de papel desde donde el solvente sube o
desciende por capilaridad o por accién de 1a gravedad y
aparecen, después del desarrollo completo, numercsas man-
chas a diferentes niveles. El andlisis e interpretacién de ésto
se indicard en €l contenido mismo de esta prdctica,

Los resultados son mejores con papeles de filtro de buena
calidad, entre los cuales Jos mis usados cotrientemente son
el “Whatman” y similares. Los solventes mds usados para
andlisis cromatogrdficos en papel requieren una cierta solu-
bilidad en agua y por ello, se usa con frecuencia un com-
pueste polar. Los mds usados son butanoles, fenol v sus
homdlogos, bencina de petrdleo, érer, acetona, etc..

La visualizacion o revelado de las manchas que dejan los
solutos sobre la fase estacionaria se hace de diferentes mo-
dos, dependiendo de la naturaleza de los componentes a
separar, Las sustancias coloreadas dejan manchas visibles,
come en ¢l caso de las clorofilas. Hay otras que son invisi-
bles, ¥ requieren un tratamiento quimico para convertirlas
en sustancias coloreadas. Los aminodcidos por ejemplo, se
deben revelar por accién de ninhidrina. Hay otros mérodos

{1}  Profesor Depto. de Biologfa, Universidad de Antioguia, Medelt(n, Colombia.
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como la irradiacién wiravioletz, la accidn de cultivos micro-
bianos, la radicactividad, la auvtorradiografia, etc.; que se
emplean seglin las circunstancias. El conjunto de manchas
reveladas sobre la fase estacionaria se llama-Cromatograima.

La cromatografia en fase gaseosa emplea una serie de técni-
cas y aparatos muy perfeccionados que permiten andlisis
muy precisos. No obstante lo anterior, en este laboratorio
s¢ trabajard con cromatografia en papel, debido principal-
mente a su facilidad en materiales, equipo y técnicas, 1o que
permitird a profesores y alumnos un mejor éxito en este
tipo de andlisis,

Entre las miltiples aplicaciones de la cromatoprafia vale Ia

pena destacar las sipuientes: separaciones de solutos quimi-

cos drganicos e inorgdnicos, andlisis cualitativos y cuantita-
tivos de componentes de mezclas. En el campo de la biolo-
gia #s til en el andlisis de pigmentos vegetales, aminodci-
dos, protetnas, azicares etc.

MATERIALES Y EQUIPO (Por cada 4 estudlant&s)

Flores

Hojas verdes

Tinta o anilina.

Agua destilada

Solucién 0.1 M de CaC03

Aleohol Etilico

Eter de Petrdleo

Benicina de Petrdleo

Acetona

2 . vasos de pricipitado de 250 ml pera hervir una solu-
¢ién (u otro recipiente para tai efecto).
vaso de precipitados de 100 ml

vaso de precipitados de 50 ml
Embudo

Gradilla

Tubos de ensayo

Pipetas una de 1 mly otrade 10 ml

Probeta de 50 ml :

Frascos para guardar extractos uno de ellos de color
QsCUro .
Tijeras

Cuchilla de afeitar

Pincel ordinario para colocar las muestras
Tapones de corcho parz los tubos de ensayo
Termémetro de 0°C a 1109C

Regla o tirilla de papel milimetrado

Tirillas de papel cromatogréfico (Whatman No.1)
Mortero (u otro instrumento para triturar hojas).

[ T N PSR
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PROCEDIMIENTO
aj - Cromatografia de Pigmentos Vegetales,
Existen varios métodos para la extraccidén de los pig-

mentos vegetales debido a que unos son mds solubles
en un disolvente que en otro. Tal es el caso de ciertos

pigmentos mds solubles en agua como las antociani-
nag, por lo cual s les denomina pigmentos hidrosolu-
bles,

Método 1,

Para pigmentos hidrosolubles: Tome varias flores ¥
retire sus pétalos, coldquelos en un recipiente con
agua para hervir (beaker, olla etc....); deje hervir de 5
a 10 minutos. Procure que la coloraciéon de la solu-
cién resultante sea fo mds intensa posible, Para ello
varfe el tiempe de ebullicidn y la cantided de agua.
Decante y guarde el liquido en un frasco pera realizar
posteriormente el cromatograma.

Método 2.

Para pigmentos no hidrosolubles (clorofilss, xantofi-
las y carotenos). Tome varias hojas y coléquelas en un
recipiente con solucidn 0,1 M de Ca CQC3; déjelas her-
vir de 5 & 10 minutos con el fin de ablandarlas y
tetirar los pigmentos hidrosolubles. Retire las hojas,
séquelas al sol o con papel absorbente (toallas de pa-
pel, papel facial, higiénico, de filiro, etc.. ). Trittrelas
en un mortero adicionando alcohol etilico. Procure
que el alcohol sea lo mds puro posible. Decante y

filtre. Repita ¢l procedimiento hasta que haya extrai-
.do.la mdxima cantidad de pigmentos. Guarde el ex-

tracto (filtrado) en un recipiente de color oscuro en
un lugar fresco y protegido de Is luz.

Técnica del Cromatograma en Papel.

Corte una tira de papel cromatogrifico Whatman
No.l, como muestra la figura 1. La anchura debe ser
menor que el didmetro del tubo de emsayo que va
a utilizar. Cologue en una gradilla ¢! tubo en el que
previamente -debié colocar 2 ml de solvente (eluente),
Utilice agua para los pigmentos hidrosolubles y una
mezcls de éter de petrdleo o bencina 920/0 y acetona
8ofo para los no hidrosolubles. Cologue sobre ¢l pa- -
pel, utilizando un pincel u otro instrumento, una ban-
da horizontal de la solucién que se va a separar en sus
pigmentos (Fig.2). La banda de solucién no debe
quedar muy cerca de la punia del papel con el fin de
que no toque el eluente al colocarle en el tubo de
ensayo.,

Con una cuchilla haga una ranura en la superficie infe-
ror de un tapdn de corcho y ensamble en ella la parte
superior del papel cromatogrifico como muestra la-
figura 3. Coloque el conjunto tapén papel cromato-
grifico en el tubo de ensayo, (Fig4). Deje que el
sluente se difunda hasta 1 & 2 cm del tapén, retire
luego el conjunto tapén papel, merque con un lpiz
la posicién de los distintos pigmentos y €l punto hasta
donde subid el eluente {frente del solvente). Fspere &
que el papel se seque. Haga observaciones durante el
transcurso de la experiencia.
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Fig. 1. Forma en que se debe cortar la tira de papel croma- Fig, 2. Indica la forma como se debe colocar el pigmento en
togrifico,

la tira de papel cromatogrifico.

Fig. 3. Manera de colocar ¢l papel cromatogrifico en una

Fig. 4. Forma de ensambiaje del conjunto: corcho—tira de
ranura de un tapdn de corcho.

papel y tubo de ensayo con el solvente,

Andlisis del Cromatograma cance el pigmento, (Fig. 5). Para cuantificar la infor-
) macién obtenida en un cromatograma se usa la rela-
Mida con una regla, 0 con una tirilla de papel milime- aon:

trado, la altura alcanzada por cada pigmento y por el
disolvente. La medicién se hace desde el centro de la
banda de la sclucién hasta el punto mdximo que al-
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Fig. 5. Manera de medir el recorrido de los componentes de la mezcla (sustancia

problema) y del eluente.

Con los datos obtenidos construya la tabla siguiente:

TABLA L.Datos obtenidos en el cromatograma,

IPigmento Color ]Distancia] Tasa de| Observaciones
recorrida] Flujo
(cm)

A
B
C
b

Eluente

b  Cromatografia de Tinta,
Técnicas del Cromatograma en Papel,

Use como solvente agua destilada ¥ siga los pasos de
fa cromatografia para pigmentos vegetales. Coloque
sobre la tira de papel cromatogrifico la muestra de
tinta (o anilina) que quiere analizar. Cuando ¢l eluen-
te alcance la altura deseada retire el papel, marque
con un lapiz las manchas dejadas sobre el papel ¥y
déjelo secar. :

Andlisis def Cromatograma.

En forma similar a la empleada para andlisis de pig-
menios vegetales v utilizando los datos obtenidos, ela-
bore una tabla como la que hizo en el experimento
anterior (Tabla 1). '

Debe tener en cuenta que la informacidén obtenida en
el cromatograma de tinta, depende del tipo de tinta,
color, etc.. .

DISCUSIONES DE ALGUNOS CONCEPTOS FUNDA-
MENTALES EN CROMATOGRAFIA

Las pruebas siguientés permitirdn al profesor organizar con
los alumnos, discusiones tendientes a determinar el efecto
del sclvente y de la fase estacionaria sobre el cromatograma.

Efecto del Solvente.

Prueba A, Andlisis de materia inorginico.

Eequipo:

é tubos de ensayo con tapones de corcho

1 gradilla para tubos de ensayo

6  tirillas de papel cromatogrifico {Cartelos como indiea
la figura 1). Puede usar otro tipo de papel (filtro,
etc). Las 6 tirillas deben ser jguales.

1 marcador de tinta, preferiblemente verde,

Solventes:

a)  Solucién de HC1 0.1 Meén agua

b)  Solucién de NH4 OH al 100f0 en agua

@  Bencina de petr6leo mids metanol, 1:1 en volumen
d}  Mentanol

¢)  Etanol

f}  Agpua destilada

Abrilf Junio 1975
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R'oceir'limien tos:

Tome 6 tirillas de papel cromatogrifico (o su equivalente).
Trace en cada tirilla una raya con el marcador (Fig 6).
Coloque sendas tiras en los tubos de ensayo que contienen
cada un solvente diferente, Sitielosen la gradilla.

Haga observaciones y discuta los resultados en funcidén del
solvente.

Fig. 6. Manera de hacer el extendido para e] andlisis croma-
togrifico de la tinta de un marcador,

Prueba B: Andlisis de Material Orginico.
Equipo:

tubos de eénsayo con tapones de corcho

tirillas de papel cromatogrifico o su equivalente.
gradilla.

extracto de hojas verdes maceradas, (Hojas de novio
0 geranio, Pelmrgonium sp.; puede utilizar también
otras hojas),

—_—r
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Solventes:

a)  Bencina de petrblea

b)  Aocetona

c)  Metanol

d) Bencina 920/0 mas acetona 80/o en volumen
e)  Bencina mds metanal, 1:1 en volumen

fy  Agua destilada.

Procedimiento:
Elabore 6 cromatogramas de] extracto de hojas de Pelargo-
nium sp. con los 6 solventes diferentes. Haga observaciones

y discuta log resultados obtenidos.

Efecto de'la Fase Estacionaria.

Andlisis de Material Orgdnico,

Equipo:

6 tubos de ensayo con tapones de corcho

1 tirilla de papel de filtro '

1 tirilla de papel de filtro de otro tipo -

1 tirilla de papel cromatogrifico Whatman No. 1 o de
otra clase

1 tirilla d¢ papel] periédico blanco

1 tiza bianca

1 varilla 0 Mmina delgada de vidrio impregnada con le-
chada de cal

Nota:Puede ensayar otros meateriales como fase estaciona-
ria. -

1 pradilla
extracto de hojas verdes maceradas { Pelargonitm sp).

solvente: Eter de petréleo o bencina 920/c y acetona 80/o.
Procedimiento:

Elabore seis cromatogramas del extracto de hojas de Pelargo-
rivm’ sp, con las diferentes fases estacionarias y el mismo

solvente. Haga observaciones y discuta los resultados obte-
nidos.
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