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«Cualquier avance cientifico es un avance en el mé-
todo. La invencion de un nuevo procedimiento especial de
Laboratorio, alcanza una conquista rdapida de los nuevos
campos de la ciencia y tecnologia; finalmente el mismo
se agotu vy es sustituido por un método todavia mds prdc-
tico.» ’

L. Zecumzrister y L. CuoLNokYy

Resumen

En este trabajo se describen los fundamentos de la técnica cromatografica
de capa fina, situdndola en el esquema general de la cromatografia, anali-
zando someramente los fundamentos do dicha técnica; se hace especial hin-
capié en la descripcion de las técnicas y procedimientos operatorios, asi co-
mo de los equipos basicos de trabajos, atendiendo més a la simplicidad de
los mismos, que a una descripcion detallada de los pertenecientes a las dis-
tintas «casas. Se destacan por su utilidad las placas preparadas por distintas
firmas comerciales aptas para el empleo inmediato, con lo que se reduce aun
todavia mdés el equipo necesario. Se hace especial referencia a los colorantes
textiles, poniendo énfasis en el grupe de los dispersos, en donde las separa-
ciones cromatogréficas son mas ‘espectaculares y menos difundidas.

Résumeé

*

Ce travail décrit les bases de la technique cromatographique de couche
mince, en la situant dans le schéma général de la cromatograhie, et en
faisant un bref analyse des bases de cette technique; on fait une remarque
spéciale sur la description des techniques et procédés opératoires, ainsi qu'aux
équipements de travail nécessaires, en faisant une majeure attention a la
simplicité de ces procédés qu'a une description détaillée de ceux qui appar-
tiennent aux différentes maisons. L'on remarque par son utilité les plaques
préparées par differentes firmes commerciales, bonnes pour étre employées
immédiatament, avec ce que ’on réduit encore plus l'éguipement nécessaire.

Prof. Enc. Laboratorio de Quimica Textil. E. T.S. I. I, Tarrasa

** Maestro de Laboratorio de Quimica Textil. E. T. 8. I.1. Tarrasa
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On fait attention aussi aux colorants textiles, en rémarquant le groupe des
disperses, ot les séparations cromatographigues sont plus spectaculaires et
moins conmues.

Summary

The fundamentals of the thin layer chromatographic technique are des-
oribed and analised in this study, placing it on the general structure of the
chromatography; special attention is given to description of operative pro-
cedures and techniques and to of the basic work equipments, paying more
interest to their simplicity rather than to a detailed description of a few
made by some firms. Plates prepared by a range of companies are mentioned
as being useful and able for an immediate use, which minimizes the
equipment required. Attention is given, too, to textiles dyestuffs, remarking
the disperse dyes where the chromatographic separations are more spectacular
and not so known. '

I. — INTRODUCCION

La expresion «Thin Layer Chromategraphy» (T.L.C.) de los anglosajones
y la «Diinnschichtchromatographie» de los germanos, consiste esencialmente en
el empleo de capas finas y uniformes de adsorbentes normalizados sobre soportes
rigidos (placas de vidrio, porta-objetos de microscopia, poliéster, etc.), en las que
se depositan mezclas o sustancias puras, para que mediante desarrollo con una
fase movil (disalventes) en una cubeta, puedan separarse e incluso identificarse
por medida de la capacidad de adsorcién.

A partir del afio 1956 se comenzé a utilizar dicha técnica para separaciones
analiticas de sustancias quimicas, pero sin duda alguna se debe al aleméan Egon
Stahl 2, su aplicacién profusa al introducir el empleo de placas normalizadas,
mecanizar el aparato de preparacién de las mismas, asi como multiples varia-
ciones en los distintos campos de aplicacién.

Los trabajos de Consden, Martin y Gorden 3, condujeron al establecimiento de
la cromatografia sobre papel, técnica que ha resultado insustituible para la iden-
tificacién de infinidad de sustancias; desde entonces han pasado una veintena de
afios en los que el desarrollo de las técnicas de Laboratorio han experimentado
un avance tan rapido, que seria ventajoso para la industria, que sus técnicos de
control periédicamente incorporasen algunas de éstas, o perfeccionasen otras,
debido a que sobre todo en la mediana empresa realizan una labor aislada y
dificil en la que muchas veces no hay una posible contrastacion. Esa versatilidad
ha incluido como es légico en el dominio de las separaciones cromatogréficas,
hasta el punto en que puede decirse en los filtimos tres afios, la cromatografia
de papel estd desapareciendo en los laboratorios, siendo totalmente sustituida por
la T.L.C. en determinaciones analiticas cualitativas, la causa de estos resulta-
dos se basa en los siguientes hechos:

1. — La economia del nuevo método, que puede lievarse a buen término con
ayuda de medios de facil construccién y adquisicién, segin la complejidad y
grado de mecanizacion que se le quiera dar al equipo.

2. — La ventaja que presenta en el terreno de los reactivos es grande y mu-
cho menos gravosa que la del papel cromatogréfico, siendo los gastos de disolven-
tes mucho menores que en la cromatografia sobre papel o en columna.
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3. — La cantidad de sustancia a cromotografiar pueda alcanzar las proper-
ciones de una cromatografia sobre columna, siendo la dispersién de las manchas
v las colas de proporciones mucho menores que en la cromatografia sobre papel,
debido a que el adsorbente posee mucho mayor poder. La wariedad de los sopor-
tes adsorbendes permite eludir con 4cidos fuertes que atacarian el papel.

4, — La rapidez del proceso separador, que por términoc medio es de unas
treinta veces mayor que en papel, este hecho por si sbélo es el que mas ha con-
tribuido a su adopcién, asi como la selectividad que es muy superior que en la
cromatografia de papel.

II. — DESARROLLO HISTORICO DE LAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

La adsorcién cromatogréfica fue descubierta por el botdnico ruso Tswett %, que
en 1903 logré la separacién espacial de los componentes de una mezcla de pig-
mentos de las plantas en una columna de carbonato célcico, al hacer pasar a
su través una disolucién de los mismos en éter de petrdleo, pero este descubri-
miento pasé desapercibido hasta 1931, anos en que los investigadores Kuhn,
Winterstein y Lederer® introducen el método en la quimica preparativa de
los pigmentos poliénicos (carotenos), llegando a resultados precisos, mediante
la técnica anticipada por Tswett, dicha técnica se cifio al empleo de columnas
cromatogréaficas en las que se utilizaba el 6xido de aluminio, generalmente para
separar sustancias lipdfilas?, colorantes 8, y sustancias coloreadas exclusiva-
mente 1.

Otros tipos de sustancias de naturaleza hidréfila, tales como los constituyentes
de las proteinas, polisacaridos, alcaloides y componentes de los acidos nucléices,
no fueron estudiados hasta que Martin y Synge 9, introducen la particién croma-
tografica mediante el empleo de colummas de silica-gel con cantidades variables
de agua en cuya seccién inicial se adsorben los compuestos y a continuacidn se
desarrollan con disolventes orgénicos adecuades, la fase orgénica moévil trans-
porta los compuestos sobre la fase acuosa estacionaria y en el camino se distri-
buyen entre las dos fases, siendo necesario que éstos sean algo solubles en el
agua. Si los coeficientes de reparto son diferentes, los compuestos recorren dis-
tintas distancias separandose unos de los otros.

Consden, Gordon y Martin 3, en 1944 sustituyeron el soporte de silica-gel por
tiras de papel y aplicaron el método al andlisis de proteinas para la separacién
de sus componentes moleculares: los aminoécidos. A partir de este punto las téc-
nicas cromatogréficas por su utilidad y rapidez alcanzan un desarrollo en el
cual estamos envueltos actualmente, siendo hoy por hoy Imsustituibles en la ma-
yor parte de los laboratorios. .

Siempre en los grandes descubrimientos queda algtin precursor olvidado, que
no resta méritos al hallazgo, y que generalmente no se suele citar, y éste es el
caso del quimico aleman Runge 19, que fue el primero que utilizé tiras de papel
para separar sustancias y desbrezo el camino para el descubrimiento de la ani-
lina y los colorantes sintéticos 1%,

Paralelamente a los trabajos de Martin y Synge, dos cientificos rusos Iz-
mailov y Schraiber 12, prepararon en laminas de vidrio peliculas adhesivas de
altimina, depositando gotas de extractos alcohdlicos de plantas sobre la capa ¥y
por goteo gradual de alcohol sobre el centro del ensayo lograron separaciomes es-
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pectaculares. Su aplicacién sistemética dié como resultado el analisis de todos
los colorantes de la farmacopea rusa, demostrando la ventaja de este procedi-
miento sobre la cromatografia de columma, tnica conocida hasta entonces. El
método quedaba perfilado, pero debido muchas veces a la mala difusion de la
informacién clentifica y falta de medios bibliogréficos de muchos centros, asi
como a la dificultad de los idiomas, este descubrimiento sensacional quedd préac-
ticamente en el andnimo hasta que Egdén Stahl lo popularizéd.

Oros intentos de interés se registraron entre el afio 1941 y 1956 fecha de pu-
blicacién del primer trabajo de Stahl sobre esta técnica. Asi en el mismeo afio
1941 Crowe 3 por este procedimiento logré determinar los disolventes adecua-
dos para una colummna cromatogréfica preparativa.

Los norteamericanos Kirchner y Miller 4, y sus colaboradores del departa-
mento de Agricultura de los Laboratorios de Pasadena en una serie de trabajos
publicados entre 1951-1957, de entre los cuales los 1nds representativos son los
citados en la bibliografia, emplearon la denominacién de «Chromatostrips», para -
las placas de unas dimensiones de 1,15 X 13 cms. con peliculas de almidén y
4cide silicico. Mottier y Potterat, fueron los primeros en emplear esta técnica
a colerantes de los alimentos, para resolver el problema creado por los aditivos
colorantes, que llevan algunos alimentos, quesos, bebidas y envoltorios, ya que
los distintos paises permiten segiin sus normas bromatolégicas aditives, que co-
mo es de suponer no son idénticos para todos ellos, con lo que se crean los co-
rrespondientes problemas en las exportaciones de dichas sustancias.

Ha habido algunos otros precedentes histéricos acerca esta técnica pero no se
pretende aqui agotar las fuentes bibliograficas si no mds bien dar una idea sen-
cilla pero clara de la manera de operar, aunque la técnica no se difundié debido
a la falta de adsorbentes en el mercado y de equipo. Estos altimos obstaculos
fueron vencidos por Egon Stahl 16, que trabajando con C. Desaga en Heilderberg
descubrieron un sistema para normalizar las placas mecdnicamente, asi como un
adsorbente standard formade por silica-gel y sulfato célcico, fue problema de
poco tiempo comercializar ambos, lo primero per Desaga y lo segundo por Merck
A. G. en Darnstadt.

. — PRINCIPIOS

El término cromatografia se identifica, aunque no etimolégicamente con el
procedimiento en el que una disolucién de sustancia puede separarse por paso
en una direccién determinada sobre un sistema que contiene un sélido organico
o inorgénico insolubles, de mayor o menor grado de divisién, obteniéndose comeo
resultado la retencién de los componentes de la mezcla a diferentes distancias del
punto de partida.

El mecanismo bésico es la particion de los componentes mdéviles entre dos
fases liquidas y la formacién de uniones labiles sobre la superficie del adsor-
bente. Si en Gltima instancia se producen retenciones debidas sblo a fuerzas fi-
sicas superficiales, el proceso se denomina «adsorcidén cromatografica». Préactica-
mente existe una combinacién de los dos fendmenos y se clasifican segiin el pre-
dominio del uno sobre el otro. Existe un tercer tipo llamado de intercambio iéni-
co que sblo citaremos brevemente.

Un cuadro resumen de los tipos de procesos que estdn implicados en la cro-
matografia en general se resume a continuacién situando debidamente la croma-
tografia de capa fina (T.L.C.) adecuadamente.
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CROMATOGRAFIA

Cromatografia Cromatografia Cromatografia
de adsorcién de particién

! -
| v x l v |

Adsorcién Adsorcién di- Cromatogra- Particién diso- Particién gas- Elucién
gas-sblido solucién soli- fia de papel lucién liquido liqui. (T.L.C.) Desplazamien-

de intercambio idénico

do (T.L.C.) (T. L. C) (T.L. C) to (T. L. C)
J ! \ ) )
Desplaza.miento Desplazamien- Elucién Desplazamien- Elucién
por elucién. to por elucion to por elucién =~
o frontal o frontal

a. — ADSORCION

En la adsorcién fisica se produce el enriquecimiento en material disuelto en
una fase estacionaria, la superficie del s6lido. los efectos de la adsorcién son par-
ticularmente elevados en la superficie, como consecuencia de ello seran tanto mas
elevadas las adsorciones cuanto més fino sea el grado de divisién de las particu-
las adsorbentes. El proceso sigue unas isotermas de adsorcion que dependen de
la concentracién y temperatura, cuando coinciden con la abscisa no hay absor-
cién mientras que si es paralela al eje de ordenadas hay una adsorcién rapida
en una representacion de sustancia adsorbida frente a la presién en abscisas a
temperatura constante. Si las sustancias no se adsorben por el soporte estaciona-
rio son solubles en la fase mévil (disolvente) y se desplazan con el frente del
disolvente alcanzando valores del Rf iguales a la unidad. En caso contrario los
valores del Rf iguales son cero.

Frente ael
arsolvente Punto de partica

b

c B A
T * g
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| ] |
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La sustancia A tiene un valor del Rf = 0

» » B ¥ » » P

l

0,5

» » C » » » » % =1

El Rf (fig. 1) es valor alcanzado por el cociente entre la distancia de la sustan-
cia al punto inicial (b) y el frente del disolvente (A) al punto inicial. Este
valor constituye a la par que, el punto de fusién, punto ebullicién, forma de
cristalizacion, espectro, etc., una caracteristica mas de un compuesto quimico.

b. — PARTICION

En la particién cromatografica se utiliza una fase liquida sobre un soporte
adecuado en lugar de un adsorbente. El disolvente o fase mévil pasa sobre la
llamada fase estacionaria, arrastrando la sustancia con él, distribuyéndola en-
tre las dos fases. La ecuacién de Vernt se aplica para la distribuciéon de un
compuesto entre dos fases inmiscibles.

Cy
=— q = constante
Co
(Cy, Cg) = concentracion del compuesto en cada fase; ¢ = coeficiente de par-

ticion es una medida de la velocidad de migracion. Los procesos de particién
se dan a menudo en la T.I.C. cuando se emplea celulosa como fase estaciona-
ria, o en adsorbentes de naturaleza inorgénica (altimina, silicagel) de baja ac-
tividad, conjuntamente con disolventes que contienen agua.

En un cromatograma de particion ideal los valores del Rf se pueden calcular
a partir del coeficiente de particiébn g, por la siguiente ecuacién ?

1
—_—==1 4+ K ¢
Rf

En K es una constante que depende del soporte (por ejemplo papel, gel de
silice, etc...)

3. — Intercambio idnico. El empleo de resinas de intercambio iénico para
la separacién de compuestos emplea generalmente celulosa, poliamidas, etc., co-
mo adsorbentes de intercambio iénico.

a. — APARATOS:

Desde 1958 hasta el presente afio la variedad de aparatos que dan mayor
versabilidad a la técnica tendiendo a lograr mds automatismo es profusa; esta
fuera de lugar en un trabajo de divulgacién el pretender agotar este apartado
de una forma total, pues la creemos imposible, por estas razones nos ha pareci-
do adecuado en lugar de redactar de una forma prolija todos los aparatos exis-
tentes en el mercado, describir varios equipos de distinta simplicidad en cuyo
manejo tenemos alguna experiencia, pues es mdas nutil para el profesional esta
forma de presentar la técnica.
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Los equipos estan fotografiados en las figuras 2, 3 y 4 corresponden a los si-
guientes componentes:

a. (fig. 2) Equipo Standard Camag, parecido al equipo, Desaga, etc., for-
mado por los siguientes elementos:

Fig 2

1. — Plantilla de plastico para depositar los problemas en la linea de par-
tida. Superpuesta a ella a una placa normal de 20 X 20 cms. con una capa de
silicagel.

2. — Bandeja para activar las placas en la estufa. 10 placas de 20 x 20 cms.
6 20 placas de 10 X 20 cms.

3. — Céamaras o cubetas rectangulares para placas de 20 X 20 y 10 X 20 cms.
con cierre superior de vidrio esmerilado.

4. — Pulverizador para el revelado de los cromatogramas.

5. — Esparciador para obtener capas finas con un espesor variable entre

0-2 mm. de espesor mediante un regulador. Estd compuesto de un soporte de pla-
cas y una cubeta para contener la pasta adsorbente. Se pueden hacer dos tipos
de montajes uno mucho méas ancho para placas de 20 X 20 cms. y el que se
muestra en la fig. 2, para placas de 10 X 20 cms.

6. — Juego de pipetas especiales graduadas desde 25 mm?® hasta 2 mm3 que
se llenan por capilaridad.
7. — Adsorbente de Silicagel con yeso. Se pueden utilizar de diversos tipos.

Merck A.G., Fluka A.G.
8. — Placas de 20 X 20 cms.

b. (fig. 3). Proceso de preparacion de placas simplificado.

1. Cubeta.

2. Pipetas.

3. Frasco de vidrio (utilizado como cdmara) en este conjunto hay un porta
objetos de microscopia, que se emplea como placa.

4. Rodillo de preparacién de placas de 0,5 mm. de espesor, ideado en este
laboratorio para la preparacion de placas 20 X 10. El espesor fijo se logra por
un anillo circular que encaje perfectamente en la placa de vidrio.
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5. Procedimiento para preparar placas de un espesor variable con una va-
rilla de vidrio mediante la colocacion de tiras de cel-lo en los laterales de la
placa. El papel de cel-lo tiene un espesor cenocido y colocando tiras superpues-
tas se logra el espesor requerido.

Fig. 3 I wiwymeyigw, =«

Este equipo tan simple es tan eficaz como el anterior y mucho menos cos-
toso para cualquier fabrica o laboratorio.

c. (fig. 4) En el mes de marzo de 1965 (18) la Eastman Kodak Company
ha presentado en la conferencia de quimica analitica de Pittsburgh placas stan-
dard, de espesor regulado y de varios tipos aprovechando las patentes de prepa-

rig. 4

racion de capas uniformes de emulsiones fotograficas para peliculas, de adsor-
bentes sobre un soporte de poliéster y como sustancia adherente alcohol polivini-
lico (19). El equipo basico se reduce considerablemente, las placas de 20 x 20
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cuestan 6 ptas. en bloques de 20 y con una placa se pueden hacer cuatro tiras.
El precio de coste no es muy elevado.

En el n® 3 de la fig. 4 estan fotografiados amablemente cedidas por la
Eastman Company y la Eastman-Kodak (Francia) tiras de 20 X 5 cms. v en
el interior de los sobres de 10 X 10 cms. Este sistema es muy adecuado para ana-
lisis normalizados, o laboratorios de analisis clinicos o farmacéuticos y quizas en
el siguiente bienio alcance un desarrollo espectacular por sus aplicaciones en
medicina.

Creemos como epilogo al apartado aparatos, que es ttil el esquema que des-
cribimos pues atiende a las necesidades y disponibilidades de los laboratorios mas
que a los distintos equipos de las casas que se encuentran en cualquier catalogo
de las mismas.

b.  Soportes.

1. Peliculas sobre placas de vidrio. La variedad es muy abundante pero solo
citaremos 5 tipos importantes de adsorbentes.

Silicagel G. Segin Stahl con yeso como aglutinante (14 9,) es muy adecua-
do para la separacion rapida de sustancias neutras, acidas y basicas, es el mdas
utilizado hasta el presente.

Silicagel H. Segtn Sthal no contiene yeso posee el mismo poder adherente
que el producto anterior se emplea para separar las sustancias que forman sa-
les insolubles de calcio.

Silicagel HF. 254 lleva una sustancia fluroescente en el U.V. a 254 my de
longitud de onda. Se utiliza preferentemente cuando las sustancias son incoloras
en el invisible y adsorben luz ultravioleta. Productos intermedios, naftoles, de-
tergentes, resinas, etc... preferentemente con nucleos aromaticos. En el lugar
que se encuentra la sustancia se produce una adsorcion de luz y la zona pierde
la fluorescencia; lograndose con una lampara U.V. eliminar el procedimiento
de revelado en muchos casos.

Ozxido de aluminio (. Contiene yeso como aglutinante y sirve para la se-
paracién de las mezclas mas diversas de alcaloides colorantes.

Ozxido de aluminio H. No contiene yeso como aglutinante y tiene las mis-
mas propiedades que el G.

9. La Eastman (USA) y la Eastman Kodak-Pathé (Francia) fabrican pe-
liculas adherentes de 250 micras de espesor sobre poliéster flexible, cuyas deno-
minaciones y aplicaciones resumimos a continuacién, y que pueden verse en

fig. 4.

K 301 R. La pelicula que sirve como soporte es en todos politereftalato
de etilenglicol inerte recubierto de gel de silice, y como agente aglutinante el
alcohol polivinilico activado por una aleaciéon de manganeso-plomo como agente
indicador de fluorescencia.

K 301 V. Puede revelarse con acidos concentrados en frio (sulfrico, perclo-
rico, etc.).

K 511 V. Adecuada para cromatografia de particion permitiendo utilizar una
gran variedad de disolventes debido a que sobre la capa de silicagel se ha depo-
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sitado una microdispersion de policarbonato, que comunica una gran homoge-
neidad y finura de estructura que no se puede alcanzar con las placas de vidrio.

K 541 V. Esta lamina estad especialmente disefiada y adaptada para micro-
fotografia.

ACTIVIDAD. —La standardizacion de los adsorbentes es el problema més
dificil que presenta la cromatografia de capa fina, debido a que los valores del
Rf s6lo pueden considerarse aproximados a causa de las pequefias variaciones de
la actividad y el espesor de las placas®l. La preparacién de la altumina activada,
se puede lograr facilmente para la cromatografia en columna por el método de
Brockmann y Schodder 22 o por un método mdés expeditive como el empleado por
Hardegger 22 a base de una alimina de actividad conocida y adicién de canti-
dades variables de agua. Pero en la cromatografia de capa fina la preparacién
de la placa lleva consige un secado y determinacién posterior de la actividad,
que por otra parte al emplear standars como referencia muchas veces no es ne-
cesario. El método mds utilizado para determinar la actividad de la altimina y
silicagel fueron desarrollados por Stahl2¢ y Hermanek, Schwarz y Cekan 23, que
relacionaron la actividad de las capas de alimina con la escala de actividades
de Brockmann con lo que puede determinarse- la actividad de la altumina para
T.L.C. sin aglutinantes. Se coloca en el punto de partida un ensayoc de 0,02 ml
de una disolucién que contiene 20 mgrs. de cada uno.de los siguiente coloran-
tes: p-metoxiazobenceno, amarillo sudan, rojo suddn y p-aminoazobenceno 6 30
mgr. de azobenceno en 50 ml. de tetracloruro de carbono seco. El tetracloruro
de carbono se emplea como eluyente. Fn la tabla I se dan las relaciones entre
el Rf y la actividad de la aliumina:

TABLA I

Colorante Actividad basada en la escala de Brockmann-Schodder

I I v v
azobenceno 0,59 0,74 0,85 0,95
p-metoxiabenceno 0,16 0,49 0,69 0,89
Amarillo Sudén 0,01 025 0,57 0,78
Rojo Sudan ' 0,00 0,10 0,33 0,56
p-aminoazobenceno 0,00 0,03 0,08 0,19

Existe una correspondencia entre estos valores para la alimina y la silicagel,
6xido de magnesio y sulfato calcico. Fstos standars se pueden colocar en una
de las pistas del cromatograma, como se ve en la lamina 1-2; en general sélo
para casos muy especificos se utiliza esta técnica, pues lo que se logra com la
T.L.C. es una separacién adecuada pero no valores fijos del Bf.

¢. — DISOLVENTES. — La velocidad de migracién de las sustancias sobre
un adsorbente determinado, depende del disolvente a emplear y varia segan las
constantes dieléctricas de los mismos, sobre esta base se construiyen las series
eluotrépicas 26, 27 glgunas de las cuales representamos a continuacién:
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TABLA II

Serie 1 6.7

Eter de petroleo
Ciclohexano
Tetraclorurc de carbono
‘Tricloroetileno

Tolueno

Benceno

Cloruro de metileno
Cloroformo

Eter

Acetato de etilo

Piridina
Acetona

n-Propanol

Etanol
Metanol
Agua

Serie 1128
Eter de petréleo (30- 50°C)
Eter de petroleo (50- 70°C)
Eter de petrdleo (70-100¢C)
Tetracloruro de carbono
Ciclohexano
Sulfuro de carbono
Eter anhidro
Acetona anhidra
Benceno
Tolueno
Esteres
cloruro de metileno-cloroformo
Alcoholes
Agua
Acidos orgénicos
alcoholes o piridina

El poder eluyente estd en relacién con la solubilidad de los distintos compues-
tos a cromatografiar en los disolventes y por lo tanto depende de las constantes
dieléctricas de los disolventes y de la polaridad de las sustancias. Es 1til para
elaborar series eluotrépicas conocer las constantes dieléctricas de los diferentes
disolventes que resumimos en la Tabla I y que han side estractadas de Stahl#t

y Fieser 29,
TABLA III

Constarite _ Constante

Disolvente Dieléctrica Disolvente Dieléctrica

a 20°C a 20°C
Agua 81,1 Acido acético - 7,10
Acido formico 47,9 Acetato de etilo 6,20
Nitrometano 39,4 Cloroformo 4,80
Metanol 33,7 Eter 4,30
Etanol 25,7 Benceno 2,98
Acetona 21,0 Tetracloruro de carbono 2,24
n-Butanol 17,8 Ciclohexano 2.02
Piridina 12,5 n-Heptano 1,92
n-Hexano 1,89

En dicha tabla III hay que tener en cuenta que sustancias como el nitrome-
tano y los acidos no deben de incluirse en el orden situado por las constantes
dieléctricas, el primero por ser insoluble en agua y los segundos por reaccionar
con algunos adsorbentes. Para obtener polaridades intermedias se pueden mez-
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clar adecnadamente unos con los otros, asi como para lograr cromatografias de
particion o adsorcién.

El msétodo para obtener los disolventes adecuados para una T.L.C. se basa
en el desarrollo de cromatogramas circulares en una placa o en un papel 1230

(fig. 5).

® | — foxano

de carbono poder
eluyente

—— Benceno e/
arsolvente

rmetilenc

—— Cloroformo ‘J
(# 1% etandl) {

@ — Dreloruro de

® |— 7etracloruro Aumento ae/

25¢cm
Fro. 5

Se colocan algunos testigos del problema a separar dejando evaporar el di-
solvente, afiadiendo a continuacién sobre cada mancha eluyentes diferentes de
menor a mayor poder disolvente, la mezcla cloroformo-etanol 19, disuelve bien
pero posee escaso poder separador, mientras que el benceno es el que logra una
separacién més espectacular de las sustancias. La mezcla estd formada por los
signientes colorantes: Indofenol, Sudidn Rojo G y Amarillo Manteca.

Fase estacioenaria

Activided
(Silica Gel G
Alumina G)
S
B
Ji/m R
\ 3§
N
v 8
2
2 )

Mezclas a separar
Fig. 6
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Una diagrama orientador para la seleccién de disolventes ideado por Stahl 3!
se ilustra en la fig. 6, en el cual en némeros romanos se representa la activi-
dad de la silicagel o la aliimina y los dos restantes vértices del tridngulo indi-
can la polaridad de la fase mévil v de la mezcla a separar. Esta . disposicion
ingenicsa sirve de orientacién para elegir las actividades de la placa y la po-
laridad del disolvente.

d. — Constitucién quimica y adsorcion cromatogrdfica.

Las sustancias que pueden separarse por elucién con disolventes mo acuosos,
poseenn una afinidad débil frente a los adsorbentes hidrofilicos usuales, en este
caso es adecuado trabajar con adsorbentes fuertes y con eluyentes de escasa afi-
nidad, esto es, que se asocian poco con las sustancias a eluir; cuando se presenta
el caso inverso, de fuerte afinidad de las sustancias a eluir por los adsorbentes
hidréfilos, entonces deben de emplearse adsorbentes débiles (actividad V-IV) v
eluyentes de polaridad intermedia.

Las reglas que relacionan las afinidades entre los adsorbentes y la constitu-
cién quimica han sido establecidas por H. Brockmann3%33y se resumen a con-
tinuacion:

1. — Los hidrocarburos saturados son dificilmente adsorbidos; la introduc-
cién de dobles enlaces aumenta la capacidad de adsorcién en un incremento que
depende del mtimero de dobles enlaces y de su grado de conjugacién a causa dei
aumento de polarizabilidad de la molécula, con ello la fuerza con la que se
pueden unir a los adsorbentes hidrofilicos.

9. — La introduccién de grupos funcionales en hidrocarburos generalmen-
te proporciona un aumento de la capacidad de adsorcién, dicho efecto disminuye
en el siguiente orden para las distintas funciones:

—COOH, —CONH,, —OH, —NHCOCH,, —NH, —0COCH,;, —COCH;, —
—N (CHj)s, —NO,, —NO,, —O0CH,, —H, —Cl.

Esta regla vienen dadas para compuestos aromdticos, que son los generalmente
utilizados en la industria textil, para los hidrocarburos alifdticos hay clertos
cambios en la afinidad de adsorcién, los —OH y —NH, se sitiian detrds de los
compuestos carbonilicos.

3. — Si hay varios sustituyentes en la misma molécule, su influencia sobre
la afinidad es sélo aproximada a una suma de las afinidades respectivas, pero
también influyen las posiciones de los grupos y los efectos estéricos.

d. — METODO DFE TRABAJO. En general se ajustan a los equipos descrip-
tos en las figuras 2, 3, 4, teniendo un especial cuidado de preparar capas comsis-
tentes de espesor umiforme. El procedimiento més comiin se realiza por medio
de un esparcidor, del tipo que se muestra en la fig. 2, o bien uno mas simple
para porta-objetos-de microscopio como el que se muestra en la fig. 7, que ac-
tualmente estdé disponible en el comercio.




Otra variante més econémica que se puede construir facilmente en el labo-
ratorio (fig. 8), formado por una placa de vidrio y una varilla con una muesca
que por desplazamiento da uma capa de adsorbente de espesor constante. En los
esparcidores del tipo Camag de la fig. 2 el espesor se regula mediante una altura
variable de dos tornillos que atraviesan la pared del esparcidor. Las placas antes
de su empleo deben de lavarse cuidadosamente, eliminando las pequefias can-
tidades de grasa que puedan impregnarlas mediante el empleo de un detergente
(ej. Vim, etc.), mezcla crémica, disolucién de sosa concentrada, etc. y a continua-
citn lavando con agua que se deja caer de arriba hacia abajo de la placa y pos-
terior lavado con agua destilada; se secan en un soporte a temperatura ambiente
o en una estufa de secado; en general no deben de secarse con acetona o alcohol
pues suelen contener pequefias cantidades de grasa que algunas veces pueden
afectar los cromatogramas.

Fig. 8

La preparacién de las suspensiones de silicagel o altumina se realizam colo-
cando 25 g. del adsorbente y mezclandolos con 50 ml. de agua destilada en
un mortero o por agitacién vigorosa (30 a 45 segundos) en un Erlenmeyer cerra-
do de 200-250 ml. de capacidad. Cuando la gel de silice contieme sulfato cilcico
se tiene que proceder en pocos minutos pues en caso contrario pierde el poder
adherente. Una vez colocada la mezcla en el esparciador, si éste es fijo se des-
plazan las placas sobre el soporte vy si es movil (Desaga) se desplaza éste sobre
las placas. El tratamiento a que se someten las placas después de esparcido el
adsorbente consiste en dejarlas en reposo durante 10 minutos y a continuacion
toda la mnoche secando al aire 3%, obteniéndose capas con una adherencia muy
buena.

Activacién. — Las placas se colocan sobre una bandeja o cuando son porta-
objetos de microscopia sobre dos varillas de vidrio en una estufa de secado calen-
tandolas durante el tiempo fijado y a la temperatura requeridas. El calentamien-
to durante 30 minutos a 105°C. proporciona una actividad entre II-III para alu-
mina Merck neutra. Capas de mayor actividad se logran calentando durante
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tiempos mas largos a temperaturas superiores. El almacenaje de las placas acti-
vadas se efecta en desecadores de vaclo, que contienen silicagel o cloruro cal-
cico anhidro, debiéndose proteger las placas de la atmosfera de laboratorio y de
los dafios originados por manipulacién descuidada.

Aplicacidn de las sustancias. — Se preparan disoluciones a¥ 0;1, 1 6 59, de las
mezclas a ensayar de acuerdo con el tipo de sustancias. El disolvente del pro-
blema debe de poseer gran poder eluyente y vaporizarse facilmente (bencens,
éter de petrdleo, etc.). La cantidad a cromatografiar debe ser distinta segiin el
caso, pero en general debe de estar comprendida entre 25-50 microgramos. Para
la medida de las muestras se utilizan micropipetas de distintas capacidades, co-
locando los ensayos mediante una plantilla en la linea de partida, a distancias
entre ellos de 15-20 mm. con objeto de aprovechar bien las placas, o incluso a
distancias de 6-8 mm. en los porta-objeto de microscopia; generalmente la altu-
ra que se alcanza en la placa a eluir estd relacionada con la superficie de la
mancha, alcanzando valores para actividades intermedias comprendidos entre
150 mm2 a unos 10 cms. y 250 mm? a 14 cms.

Las cubetas presentan una serie de dificultades en relacién a su uso correcto
debido a la mala distribucién del disolvente tendiéndose actualmente a utilizar
microcamaras como la representada en la fig. 9-C. Para lograr una distribucién

Fig. 9

més adecuada del disolvente, se pueden colocar papeles de filtro lateralmente
como se aprecia en la fig. 9-B, que sin dicho artificio da una distribucién irre-
gular que se muestra en la fig. 9-A, que influye en la linealidad del frente del
disolvente y del ensayo como se puede apreciar en la lamina 1-1 que representa
la separacién de un standard con benceno como eluyente formado por los colo-
rantes Amarillo Manteca, Rojo Sudan G, e Indofenol.

Para el trabajo cuantitativo se utiliza un adsorbente cualquiera sin agluti-
nante (yeso), y una vez separadas las sustancias se pueden determinar las con-
centraciones por densitometria, o por adsorcién espectrofotométrica (ultravioleta
o visible), para la aplicacién de esta Gltima técnica se puede utilizar el procedi-
miento que se muestra en la fig. 10 A-B, que es de facil construccién en el labo-
1atorio; el dispositivo aprovecha la succion producida por una trompa de agua
o aspirador para recuperar la zona que tiene adsorbido el problema y por desor-
cién con un disolvente adecuado se recupera la sustancia que puede determinarse
espectrofotométricamente. En nuestro laboratoric hemos obtenido en este tipo
de determinaciones errores comprendidos entre el 1-3'9Y con colorantes dispersos
purificados y icedidos amablemente por el Laboratorio de Tintoreria 35.

El archivo de los cromatogramas mas adecuado es el fotografico que se puede
lograr facilmente con una maquina Reflex con objetive de aproximacion.
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Fig. 10

V. APLICACIONES AL CAMPO TEXTIL.

Las aplicaciones de la cromatografia de capa fina al campo textil son tan
amplias que no pretendemos resolver ni una pequefia parte de los problemas que
se pueden presentar, pues actualmente seria cuestién de una monogratia bastante
abultada y por otra parte nunca exahustiva, baste decir que en el campo de los
colorantes se logran separaciones insospechadas y en tiempos de 15-30 minutos,
pero su utilidad no se cifie a la separaciéon de colorantes sino también a produc-
tos auxiliares de todo tipo, hidrolizados de fibras naturales del tipo del Mohair,
Lana, etc., productos naturales extraidos de la lana (lanolina, colesterol, lanos-
terol), fungicidas bactericidas, blanqueadores Opticos, etc., en estas aplicaciones
s6lo insisteremos en algin aspecto especial.

a. — Colorantes. La T.L.C. se aplica a todos los tipos de colorantes é&cidos
azoicos para lana sobre capas de silica-gel G o alimina con un 2,5'Y de carbo-
nato sédico 36 como sustancias reactiva y como eluyente la mezcla formada por
acetato de n-butilo-piridina-agua (30:46:25). Ruiz y Laroche3? emplean el
mismo tipo de adsorbentes y como eluyentes n-butanol-etanol-agua (2:1:1)
9:1:1) (6:4:4) con el primero de los eluyentes lograron separar Acid Oran-
ge 92 y Acid Yellow 69. Druding3® utiliza el procedimiento T.L.C. para la
separaciéon de tintas de escribir (colorantes hidrosolubles), que es una adapta-
cién del empleado por Reilley y Sawyer 3?; como eluyente se utiliza metanol la
tinta utilizada es Sheffer «Scripty, negra, azul, verde y pirpura, preparindose
ia mezcla de adsorbente con 10 g. de gel de silice y 23 ml. de agua destilada,
activandose las placas —portas de microscopia— durante 1 hora a 110°C. y se
desarrollan en frascos de 200 ml. como los de la fig. 3 con 10 ml. de etanol del
95 %, los valores del Rf se resumen en la tabla IV.
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TABLA IV

Tinta Colorantes Rf Intensidad
Negra Amarillo 0,94 Banda estrecha
Roje 0,92
Azul 0,80 Banda amplia
Azul Azul 0,92 Trazas
Azul oscuro 0,85 Bandas estrecha
Azul 0,00 Trazas
Verde Amarillo 0,93
Azul 0,78
Parpura Azul 0,85 Banda muy estrecha
Rojo 0,84 Banda estrecha
Parpura 0,74 Banda amplia
Azul oscuro 0,00 Trazas

Estas mismas separaciones se pueden lograr sobre mezclas de colorantes so-
bre tejidos, aunque el problema de la identificacién completa es mas complejo.

Colorantes al cromo 4% se pueden separar por el mismo procedimiento con si-
licagel y como eluyentes cloroformo-acético (9:1) aunque segin la polaridad
se pueden emplear otros eluyentes distintos en los colorantes cromatables. Para
los colorantes béasicos se pueden separar con silicagel o altimina con benceno
como eluyente (ldmina 1-2 standards). Los colorantes bésicos del trifenilmetano
como el verde malaquita (Basic Green 4) y (Basic Violeta 1) se separan®? em-
pleando como eluyente n-butanol-etanol-agua (9:1:1).

Los colorantes directos 36,37 se pueden separar sobre capas de altmina G o Si-
licagel G con 2,5'% de carbonato sbdico empleando como eluvente  acetato de
butilo-piridina-agua, peroc nunca se deberd emplear celulosa como soporte (ven-
taja de la T.L.C. sobre la cromatografia de papel) pues no es inerte a dichos
colorantes y la afinidad debida a fuerzas de Van der Waals es bastante conside-
rable a corta distancia manifestada particularmente por moléculas cadenas lar-
gas de dobles enlaces conjugados coplanares, en esta clase estdn situados los de-
rivados del estilbeno y blanqueantes Opticos, que son fluorescentes y que se apli-
can ampliamente mezclados con los detergentes en uma proporciébn que oscila

entre 0,1-0,2'%, siendo los mas representativos los derivados del trans-estilbeno
vy de la cumarina,

CHy
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Ambos se pueden determinar por cromatografia de capa fina desarrollandolas en
disolventes de polaridad intermedia (acetona-cloroformo) y observando la placa
de un porta bajo la ldmpara de 'Wood apareciendo las manchas fluorescentes de
tono azul-violeta, sobre el fondo del soporte blanco; de esta forma se determi-
na facilmente si un detergente lleva incorporado blanqueador éptico o no.
Colorantes dispersos. — Para este tipo de colorantes los procedimientos de Cro-
matografia de capa fina son inmejorables, y salvo los trabajos realizados hasta
el presente por Wollenweber 4! para la separacién del 1,4 diaminoantraquinona
(Disperse Violet 1), 1-amino 4-hidroxi antraquinona (Disperse Red 15) del 1,4
dihidroxiantraquinona (quinizarina) sobre celulosa acetilada empleando acetato

de etilo -tetrahidrofurano-agua (6 : 35 : 47) y los realizados por Kiel y Kuypers 42
utilizando el mismo adsorbente y como eluyentes tetrahidrofurano-agua-acético
4 N (80:54:0,05); asi como para separar l-amino; 2 amino, 1,2 diamino y 1,4
diamino antraquinonas con silicagal4® y como eluyentes cloroformo-acetona
(20: 10), practicamente no se han empleado con la profusion que el método
permite aunque no cabe duda que el método se habrd generalizado cuando apa-
rezca este trabajo, debido a que su rapidez y poder separador para este tipo de
colorantes es algo extraordinario.

En la lamina 1-2 se ha logrado una separaciéon clara de 1 N-fenil amino,
4-hidroxi antraquinona (Sandoz); 1-amino, 4-hidroxi, antraquinona y p-hidroxi
(bis-azobenceno), utilizando como soporte silicagel G segin Stahl y como elu-
yente cloroformo. En la misma ldmina estan colocados los dos standards para la
actividad de la placa, siendo los valores del Rf de los colorantes respectivamente
0,68; 0,20, 0,04. Hemos hecho ensayos sistematicos con colorantes del tipo Ciba-
cet 4t y Latyl4* lograndose secaraciones adecuadas con benceno, cloroformo, clo-
roformo-acetona (4:1), éter y tetracloruro de carbono, todos ellos se han foto-
grafiado convenientemente pero seria prolijo ampliar mas la referencia, aunque
si hay que resaltar que es sin duda el tipo de colorantes en los que las separacio-
nes son mas nitidas y los resultados maés claros.
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No queda reducida su aplicacion a los colorantes textiles propiamente dichos
sino que en la industria de la alimentaciéon tiene la T.L.C. un campo de apli-
cacién amplio como lo demuestran los trabajos realizados recientemente por Cias-
ca y Casinovi* del Instituto de Sanidad de Roma que dan una serie de pro-
cedimientos para identificar una veintena de colorantes admitidos por la Sani-
dad Italiana, empleando como soporte silicagel G segtin Stahl y como eluyentes
dos sistemas, a — n-butanol-etanol-agua (20:20:5). b = n-butanol-etanol-agua-
clorhidrico 0,3 N (20:20:5:1) y cuyos resultados resumimos en la tabla V.

TABLA V

Colorantes C:. L Rf dis. a Rf dis. b
Tartrazina 19140 0,13-0,33 0,04
Crisoidina 14270 0,65 0,656
Amarillo Quinolina 47005 0,68 0,56
Amarillo s6lido 13015 0,51 0,46
Naranja S 15985 0,51 0,00-0,28
Naranja GGN 15980 0,51 0,28
Rojo Azorubina 2 14720 0,24-0,36
Carmesi 16185 017 0,00
Ponceau 4 R 16255 0,37 0,13
Escarlata GN 14815 0,55 0,00
Ponceau 6 R 16290 0,00 0,00
Azul Indantreno RS 69800 0,00 0,00
Azul Intenso V 42045 0,32 0,28
Carmin Indigo 73015 0,00 0,03
Negro Brillante 28440 0,00 0,00

En otro tipo de aplicaciones como son los trabajos béasicos estructurales sobre
proteinas queratinicas, hidrolizados de lana, etc., la bibliografia es profusa, pero
es notable la aportacion de los quimicos espafioles P. Miré y J. J. Garcia 46, que
para estos estudios han sustituido con ventaja la cromatografia de papel por la
T.L.C., ganando el método en tiempo de desarrollo para cromatografias bidi-
mensionales y en nitidez de las manchas.

En el andlisis de subproductos en plantas industriales para el lavado de lana
en relaciéon con el aprovechamineto de las grasas de las aguas de lavado, la
mezcla de los productos recuperados se puede analizar por la técnica descrica
por Pfeifer que emplea como adsorbente silicagel G y como eluyentes n-hexano-

éter etilico-acético (50:50:2) y como revelador &cido perclérico, pudiendo apli-
carse este método a determinaciones cuantitativas de colesterol.

Podemos concluir que nuestro intento es sélo informativo y que actualmente
el campo es ilimitado, pues incluso en el dominio de los productos auxiliares
tiene una aplicacién amplia que intencionadamente hemos omitido, pues cons-
tituye por si sb6lo un tema que nos proponemos desarrollar con méas detalle de-
bido a su amplia aplicaciéon en el campo textil.
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