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La Cromotografia de capa fina 
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«Cualquier auance científico es u n  avance en  el mB- 
todo. La invención de u n  nuevo procedimiento especial de 
Laboratorio, alcanza una conquista rápida de los nuevos 
campos de la ciencia y tecnología; finalmente el mismo 
se agotu y es sustituido por u n  método todavía más prác- 
tico.» 

R e s u m e n  

E n  este trabajo se describen los f ~ n d ~ 1 ~ 3 n t o i  de la técnilca cromatográfica 
de capa h a ,  siti~ámdola e n  el rsquemri gener'il de la crornatografía, anali- 
zando someramente los fundamentos d$- dich3 técnicd; se hace especial hin- 
capié e n  la descripcitón de las técnicas y proccd~rnirntos op~ratoirios, así co- 
m o  de 101s equipos básicos de trabajos, dtendirndo más a la simplilcidad d e  
los mismos, que  a u n a  diescripción detallada de los pertenecientes a l as  dis- 
tintlas casas Se diestacan por su utilidad las  placas preparadas por distintas 
firmas comlerciales aptas para e l  empleo inmediato, con lo que se reduce a u n  
todavía m á s  e l  equipo necesaribo Se hace especial refrrencia a los colorantes 
textiles, pioniendo énfasis e n  el grupo de los dispersos, en dlondie las separa- 
ciones cromatográficas son más  espectaculares y menos diifundiidas 

Ce travail diécrit lcs baies d~ la technique cromatographiqule de couche 
mince, e n  la s i tuant  dans le schéma général de la cromatosgrahie, e t  e n  
faisant u n  bref lanalyse des bases de cPtte techniqur;  on fai t  une  remarque 
spéciale sur  la description des t ~ c h n i q u e s  e t  p'océclés opératoires, ainsi qu'aux 
áquipemcents de travail nécessaires, e n  faisant u n e  majeure at tent ioa i l a  
simplicité de ces procédlés q u ' i  une  description détaillée de ceux qu i  appar- 
tiennent a u x  différentes maisons L'on remarque par  son utilité les plaques 
préiparées p a r  ditfferentes firmes coimmcrcialns, bonnes pour &-e employées 
immédiatam'ent, avec ce que l'on réiduit encore p l u i  l'éiquipemlent nécessaire. 
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Om fait attention iaussi aux ooioranbs textiles, en rémarqnant le groupe des 
disperses, oU les séparatims cromatographiques sont plus spectaculaires et 
moins comues. 

The  fundamlentals of the thin layer chromatcxgraphic techni~qu~e are des- 
oribed and analised in  thisi istuidiy, p?aciing i t  on the general structure of the 
ahrotmatography; special attentilon 1s giiven to description of operative ipro- 
cedures and t e h i q u e s  and toi sf the basic work equi,pmlents, .paying more 
interest to their s i q l i c i t y  rather than  to a detailed descriptisn of a few 
made by some firms. Plates prepared by a range c& companies are mentioned 
as being useful andl able for a n  immediate use, whic,h minimizes the 
equipmlent required. Attention is given, too, to textiles dyestdfs, remarking 
the disperse dyes where the chromatoigraphic separations are more spectacular 
and not so knolwn. 

I. - INTRODUCCION 

La expresión «Thin Layer Chromatography>> (T. L. C.) de los anglosajones 
y la «Diinnschichtchromatographie» de los germanos, consiste esencialmente en  
e l  empleo de capas finas y uniformes de adsorbentes normalizados sobre soportes 
rígidos (placas de vidrio, porta-objetos de microscopía, poliéster, etc.), e n  las que 
se depositan mezclas o sustancias puras, para que mediante desarrollo con una  
fase mÑvil (disalventes) en una cubeta, puedan separarse e incluso identificarse 
por medida de la capacidad de adsorción. 

A partir del año 1956 se comenzó a utilizar dicha técnica para separaciones 
analíticas de sustancias químicas, pero sin duda alguna se debe a l  alemán ggon 
Stahl2, su aplicación profusa al intnolducir el empbeo de placas norm~aliza&aas, 
mecanizar e l  aparato de preparación de las mismas, así como múltiples varia- 
ciones e n  los distintos campos de aplicación. 

Los trabajos de Consden, Martin y Gordon 5 condujeron a l  establecimiento de 
la cromatografía sobre papel, técnica que ha resultado insustituible para la iden- 
tificación de infinidad de sustancias; desde entonces h a n  pasado una veintena de 
años en los que el desarrollo de las técnicas de Laboratorio h a n  experimentado 
u n  avance tan rápido, que sería ventajoso para la industria, que sus técnicos de 
cantmol periódicamente incorporasen algunas &e éstas, o perfeccionasen otras, 
debido a que sobre todo en la mediana empresa realizan una labor aislada y 
difícil en la que muohas veces no hay una posible contrastaci6n. Esa versatilidad 
ha incluido como es lágico en el dominio de las separaciones cromatográ&cas, 
hasta el punto e n  lque puede decirse en los últimos tres años, la cromatografía 
de papel está desapareciendo en los laboratorios, siendo totalmente sustituída por 
la T. L. C. e n  determinaciones analíticas cualitativas, la causa de estos resulta- 
dos se basa en los siguientes hechos: 

1. - La economía del nuevo método, que puede llevarse a buen término con 
a~yuda de medios de fácil construcción y adquisición, según la complejidad y 
grado de miecanizacián que  se le quiera dar a l  equipo. 

2. - La ventaja que  presenta en el terreno de los reactivos es grande y ~ I U -  
oho menos gravosa que la del papel cromatográrfico, siendo los gastos de disolven- 
tes mucho menores que en  la cromatografía sobre papel o e n  columna. 



3. - La cantidad de sustancia a cromotografiar pueda alcanzar las propor- 
ciones de  una cromatolgrafía sobre columna, siendo la dispersión de las manchas 
y las colas de proporciones mucho menores que en la cromatografía sobre papel, 
debido a que  el adsorbente posee mucho mayor poder. La variedad de los sopor- 
tes adsorbendes permite eludir con ácidos fuertes que atacarían e l  papel. 

4. - La rapidez del proceso separador, que por término medio es de unas 
treinta veces mayor que en papel, este hecho por si sólo es el que más ha con- 
tribuido a su adopción, así como la selectividad que es muy  superior que en  la 
cromatografía de papel. 

11. - DESARROLLO HISTORIiCO D E  LAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS 

La adsorción cromatogrática fue descubierta por e l  botánico ruso Tswett 4, que 
en  1903 logró la separación espacial de los componentes de una mezcla de pig- 
meatos de las plantas en una cohmna de  oarbonato oálcico, a l  hacer pasar a 
SU través una disolución de los mismos en  éter de petró1,eo: pero este descdbri- 
miento pasó desapercibido hasta 1931, años en  que los investigadores Kuhn, 
Winterstein y Ledlerer5.6 introlducen el método en  la química preparativa de 
los pigmentos poliénicos (carotenos), llegando a resultados precisos, mediante 
la  técnica anticipada por Tswett, dicha técnica se ciñó a l  empleo de columnas 
cromatográficas en las que se utilizaba el 6xido de aluminio, generalmente para 
separar sustancias lipófilas 1, colorantes '18 , y sustancias coloreadas exclusiva- 
mente l. 

Otros tipos de sustancias de naturaleza hidrbfila, tales como los constituyentes 
de las proteinas, polisacáridos, alcaloides y componentes de los ácidos nucléicos, 
no  fueron estudiados hasta que Martin y Synge 9, introducen la partición croma- 
tográfica mediante el empleo de columnas de siiica-gel con cantidades variables 
de agua en cuya sección inicial se adsorben los compuestos y a continuación se 
desarrollan con disolventes orgánicos adecuados, la fase orgánica m6vil trans- 
porta los compuestos sobre la fase acuosa estacionaria y e n  el camino se distri- 
buyen entre las dos fases, siendo necesario que  éstos sean algo solubles en  e l  
agua. Si los coeficientes de reparto son diferentes, los compuestos recorren dis- 
tintas distancias separándose unos de los otros. 

Consden, Gordon y Majrtin3, en 1944 sustituyeron el soporte (de silica-gel por 
tiras de papel y aplicaron el método a l  análisis de proteinas para la separación 
de sus componentes moleculares: los aminoácidos. A partir de este punto las téc- 
nicas cromatogrr8licas por su utilidad' y rapidez alcanzan u n  diesarmllo en 01 
cual! estamois envueltos actualmente, siendio hoy por hoy ihsustituibles en la ma- 
yar parte die los laboratorios. 

Siempre en los grandes descubrimientos queda algún precursor olvidado, que 
no resta méritos a l  hallazgo, y que generalmente no se suele citar, y éste es e l  
caso del químico alemán Runge lo, que fue el primero que utilizó tiras de papel 
para separar sustancias y desbrozo el camino para el descubrimiento de la ani- 
lina y los colorantes sintéticos ll. 

Paralelamente a los trabajos de Martin y Synge, dos científicos rusos Iz- 
mailiov y SChraiberl" prepararon en láminas de vidrio películas adhesivas de 
ülúmina, depositando gotas de extractos alc~hólicos de plantas sobre la  capa y 
por goteo gradual de alcohol sobre el centro del ensayo lograron separaciones es- 



pectaculares. Su aplicación sistemática dió como resultado el análisis de todos 
los colorantes de la farmacopea rusa, demostrando la ventaja de este procedi- 
miento sobre la cromatografía de columna, única conocida hasta entonces. E l  
método quedaba perfilado, pero debido muchas veces a la mala difusión de la 
información cientifica y falta de medios bibliográficos de muchos centros, así 
como a la dificultad de los idioimas, este descubrimiento sensacional quedó prác- 
ticamente en e l  anónimo hasta que Egón Stahl lo popularizó. 

Oros intentos de interés se registraron entre el año 1941 y 1936 fecha de  pu- 
blicación del primer trabajo de Stahl sobre esta técnica. Así en e l  mismo año 
1941 Crowe 13 por este procedimiento logró determinar los disolventes adecua- 
dos para una columna cromatográfica preparativa. 

Los norteamericanos Kirchner y Millerl*, 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 más representativos son los 
citados en  la bibliofgrafía, emplearon la denominación de «Chromatostrips», para 
las placas de unas dimensiones de 1,15 x 13 cms. con películas de almidón y 
ácido silícico. Mottier y Potterat, fueron los primeros en emplear esta técnica 
a colorantes de los alimentos, para resolver el problema creado por los aditivos 
colorantes, que llevan algunos alimentos, quesos, bebidas y envoltorios, ya que 
los distintos países permiten según sus normas bromatológicas aditivos, que co- 
mo es de suponer no son idénticos para todos ellos, con lo que se crean los co- 
rrespondientes problemas e n  las exportaciones de dichas sustancias. 

H a  habido algunos otros precedentes historicos acerca esta técnica pero no se 
pretende aquí agotar las fuentes bibliográficas si no más bien dar una idea spn- 
cilla pero clara de la manera de operar, aunque la técnica no se difundió debido 
a la falta de adsorbentes en el mercado y de equipo. Estos últimos obstáculos 
fueron vencidos por Egon Stahll6, que trabajando con C. Desaga en Heilderberg 
descubrieron u n  sistema para normalizar las placas mecánicamente, así como u n  
adsorbente standard formado por silica-gel y sulfato cálcico, fue problema de 
poco tiempo comercializar ambos, lo primero por Desaga y lo segundo por Merck 
d. G. en Darnstadt. 

E l  término cromatografía se identifica, aunque no etimolbgicamente con e l  
procedimiento e n  el que  una disolución de sustancia puede separarse por paso 
en una dirección determinada sobre u n  sistema que contiene u n  sólido orgánico 
o inorgánico insolubles, de mayor o menor grado de división, obteniéndose como 
resultado la retención de los componentes de la mezcla a diferentes distancias del 
punto de partida. 

El  mecanismo básico es la partición de los componentes móviles entre dos 
fases líquidas y la formación de uniones lábiles sobre la supedicie del adsor- 
bente. Si 'en últilma instancia se pro~ducen retenciones debidas &lo a fuerzas fí- 
sicas superficiales, el proceso se denomina «adsorción cromatográfica». Práctica- 
mente existe una combinación de los dos fenómenos y se clasifican según el pre- 
dominio del uno sobre e l  otro. Existe u n  tercer tipo llamado de intercambio ióni- 
co que solo citaremos brevemente. 

U n  cuadro resumen de los tipos de procesos que están implicados en la cro- 
matografía en general se resume a continuación situando debidamente la croma- 
tagrafía de capa fina (T. L. C.) adecuadamente. 



CROMATOGRAFIA 

i 
Cromatografía 

J. 
Cromatografía 

J. 
Cromatomafía - 

de adsorción de partición de intercambio iónico 

Adsorción Adsorción di- Gromatogra- Partición diso- Partición gas- Elución 
gas-sólido solución sóli- fía de papel lucióxi liquido liqui. (T.L.C.) Desplazamien- 

do (T.L.C.) (T. L. C.) (T. L. C.) to (T. L. C.) 
J. 4 J. 4 J. 

Desplazamiento Desplanamien- Elución Desplazamien- Elución 
por elución. to por eluicih topor  elwcián . 

o frontal o frontal 

a. - ADSORCION 

E n  la adsorción física se produce e l  enriquecimiento en material disuelto en 
una fase estacionaria, la superficie del sdido. los efectos de la adsorción son par7 
ticularmente elevados e n  la superficie, como consecuencia de ello serán tanto más 
elevadas las adsorciones cuanto más fino sea el grado de división de las partícu- 
las adsorbentes. E l  proceso sigue unas isotermas de adsorción que dependen de 
la concentración y temperatura, cuando coinciden con la abscisa no hay absor- 
ción mientras que si es paralela a l  eje de ordenadas hay una adsorción rápida 
en una representacibn de sustancia adsorbida frente a la presión en abscisas a 
temperatura constante. Si las sustancias no se adsorben por e l  soporte estaciona- 
rio son solubles en la fase móvil (disolvente) y se desplazan con el frente del 
disolvente alcanzando valosres del M iguales a la unidad. E h  caso contrario 10s 
valores del Rf iguales son cero. 
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Fig. 1 



La sustancia A tiene u n  valor del Rf = O 

E l  Rf (fig. 1) rs valor alcanzado por el cociente entre la distancia de la sustari- 
cia a l  punto inicial (b) y e l  frente del disolvente (A) a l  punto inicial. Este 
valor constituye a la par que, e l  punto de fusión, punto ebullición, forma de 
cristalización, espectro. ctc., una caractcríitica más dc u n  compuesto químicu. 

b. - PARTICION 

En  la partición cromatográfica sr utiliza una fase líquida sobre u n  soporte 
adecuado en lugar de  u n  adsorbente. El  disolvente o fase móvil pasa sobre la 
llamada fase estacionaria, arrastrando la sustancia con él, distribuyéndola en- 
tre las dos fases. La ecuación de Vernt se aplica para la distribución de u n  
compuesto entre dos fases inmiscibles. 

c1 - n a = constante 

c2 

(C1, C2) = concentración del compuesto en cada fase; a = coeficiente de par- 
tición es una medida de la velocidad de  migración. Los procesos de partición 
se dan a menudo en la T. L. C. cuando se emplea celulosa como fase estaciona- 
ria, o e n  adsorbentes de naturaleza inorgánica (alúmina, silicagel) de baja ac- 
tividad, conjuntamente con disolventes que contienen agua. 

E n  u n  cromatograma de partición ideal los vallores del Rf se pueden calcular 
a partir del coeficiente de partición a, por la siguiente ecuación0 

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

3. - Intercambio iónico. El  empleo de resinas de  intercambio iónico para 
la separación de compuestos emplea generalmente celulosa, poliamidas, etc., co- 
mo adsorbentes de intercambio iónico. 

a. - APARATOS: 

Desde 1958 hasta el presente año la variedad de aparatcvs que dan mayor 
versabilidad a la técnica tendiendo a lograr más automatismo es profusa; está 
fuera de lugar en u n  trabajo de divulgación el pretender agotar este apartado 
de una forma total, pues la creemos imposible, por estas razones nos ha  pareci- 
do adecuado e n  lugar de redactar de una forma prolija todos los aparatos exis- 
tentes en  el mercado, describir varios equipos de distinta simplicidad e n  cuyo 
manejo tenemos alguna experiencia, pues es más úti l  para el profesional esta 
forma de presentar la técnica. 



Los rquipos están fotografiados r n  las figuras 2, 3 y 4 corrrspondrn a los si- 
guientrs  componentes: 

a .  (fig, 2 )  Equipo Standard Camag, parecido a l  equipo, Dcwga, ctc., for- 
mado  por los sigiiientrs r l rmrntos:  

1 .  - Plantilla de plá\tico para depositar los proh1eni;is íln la Iíne,i d r  par- 
tida. Siiperpursta a rlla a una placa normal  de 20  X 20 cmi. con una cap~i  d e  
silicagrl. 

2. - Bandeja para activar las pl,ic,is e n  la cstiifd. 10 pl,ic,is dc 30 x 20 cms. 
ó 20  placas de  10 x 20  cm5 

3. - Cámaras o c~lhet<is r rctangularrs  para placas d11 20 X 20 Y 10 X 20cms. 
con cirrrr  superior de vidrio esmerilado. 

4. - Pulverizador para r l  rc~vr1,ido d r  los cromatogramas. 
5. - Esparciador para ohtenrr  capas finas con u n  rsprsor variablr rn t re  

0-2 m m  de espesor mediante u n  rcgiilador Está compuesto dc iin soporte d r  pla- 
cas v und cubeta para contener la pasta adsorbente. Se pilrdrn hacer  dos tipos 
dc montajes uno  mucho m;is ancho para placas de 20 x 20 cms v ~l que  se 
milrstra en la fig 2, para plac'is d r  10 X 20 cms. 

6 - Jurgo de piprtas r5prci,ilrs graduadas desde 25 mrn" h'ista 2 mm" q u e  
se l lenan por capilaridad. 

7. - Adsorbentr de Silicagrl con yrso. Se pueden iitiliznr d r  divcrzos tipos. 
Mrrck  A. G., Fluka A. G 

8. - Placas d r  20 X !?O cnic 

b. (fig. 3).  Proceso (ir prrp;ir,ición de placas simplific'ido 

1. Cu'beta. 
!?. Pipetas. 
3 .  Frasco dir vi'drin (iitiliziid~o cnni,o cHmara) cn rstr corijiinto h a y  iin porta 

ohjrtos d r  microscopía, qiir sr  ernplra como placa. 
.4. Rodillo de  preparación d r  placas d,e 0,5 mm. d r  rsprasor, idcado r n  este 

lahor~itorio para la prcp;iraciOn placas 20 x 10. E1 rsprsor fijo s r  logra por 
u n  anillo circular qiic encaje pc~rfrctamc~ntr r n  la placa dr vidrio. 



5. Procedimiento para preparar placas de un  espesor variablt. con una vd- 

ri11a de vidrio mediante- la coIoración de tiras de cel-lo r n  los laterales de la 
placa. El papel de cel-lo tiene i iri  espesor cvnocido y colocando tiras superpues- 
tas se logra el espesor requrrido. 

Este equipo tan simple PS tan c.fic:iz como e1 a n t ~ r i o r  y mucho menos cos- 
toso para ,cualquif,r fáhrica o ,laboratorio. 

c. (fig. 4) En  el mes de marzo d r  1965 (18) la Eastlnan Kodak Company 
ha presentado en la conferencia de química analítica de Pittsbur,gh placas stan- 
dard, de espesor regulado y de varios tipos aprovechando las patrntes de prepa- 

ración de capas uniformes de rmulsiones fotográficas para películas, de adsor- 
bentes sobre u n  soporte de poliéster y como sustancia adherente alcohol poliviní- 
lico (10). E1 equipo btísico se rc(l i ic~ considrrahlrmiente, las placas dr 20 x 20 



cuestan 6 ptas. e n  bloques de 20 y con un,] placa sc pueden hacer  cuatro tiras. 
E l  precio de coste n o  es m u y  e lwado .  

Fa  el n.* 3 de la fig. 4 están fotografiados amablemente cedidas por la 
Rastmian Comp<iny v 1'1 Rastman-Kodak (Fr<inri,i) tirds dt, 20 x 5 cms e n  
e l  interior de los sobres de 10 x 10 cms Este sistrma es rnuy adrcuado p,tra aná- 
lisis normalizados, o laboratorios de análisis clínicos o farm,iciiiticos y qui7 '  as c n  
c l  siguiente bienio alcance itn desarrollo espectacular por  siis , iplic,tciont~~ c n  
medicina. 

Creemos como epílogo a l  dpir tddo ~ip<ir~itos, que es út i l  e l  esquem~i  ~ L W  des- 
cribimos pues atiende a las nrcrsidatlrs y disponibilidades d r  los laboratorios rnns 
que  a los distintos equipos dt, las r ( i \a< qiit, sc t1ncurntrari e n  c~ i~ i lq i i i e r  catilogo 
de las mismas. 

b. Sonortes. 
1 .  Películas sobre placas d r  vidrio. La v ~ i r i c ~ c l ~ ~ d  r s  iriiiy ,it)iindtiritr~ prro sólo 

citiiremos 5 tipos importantes d c  adsorbentc.~. 

Silicagcl G. Según Stahl  con yeso como a g l ~ t i n ~ i n t t ,  (14 0/ó) es m u y  adecua- 
do para la separación rálpida de siistancias neutras, Acid,is y i>Rsiccis. rs  01 más  
utilizado hasta el prosente. 

Silicagel H .  Según Sthal  no contient. yeso posec. e1 riiisrrio podrr adlierc,rite 
que el producto anterior se ernplr~i  para septiriir IÍIS s i is t~inri~is  q i i ~  formnri 3'1- 

les insolubles d e  calcio. 

Silicagel H F .  254 llrva una sustancia flurorsccntr en e l  U. V. ti 231  rnp :le 
longitud de onda. Se utiliza prrferentempnte cuando las sustancias son incolor,is 
e n  e l  invisiblc y adsorbrri luz iil trtiviol(~t~i.  Productos intt~rmr~dios, naftolrs. de- 
t e r g e n t e ~ ,  resinas, et'c ... preferentemente con núcleos aromáticos. E n  el lugar  
que se  encuentra la sustancia se produce una  adsorción d r  Iiiz y la zona pierde 
la fluorescencia; lográndose con una  lá,mpara U.V. el iminar  e1 procedimiento 
de  revelado e n  muchos casos. 

Oxido dc aluminio (; Contient. vcoo como ,iglutinantc, v s iwe  para la se- 
paración de las mezclas má5 diversas de alcaloides colorantes. 

Oxido de aluminio H .  N o  contit,ne ycso como aglut indntr  y tiene las mis- 
mas  propiedades q u e  el G. 

2. La Eastman (USA) y la Eastman Kodak-Pathé (Francia) fabrican pe- 
lículas adhermtes  d e  250 micras de espesor sobre pol i ,és t~r  flexiblle, cuyas deno- 
minaciones y aplicaciones resumimos a continuación, y qiie pueden versr r n  
fig. 4. 

K 301 R. La película que  sirvr como soportr 1,s cri tmlos politereftalato 
de  ctilenglicol inerte recubierto de gel  de  sílice, y como agtmte aglut inante  r l  
alcohol polivinílico activado por u n a  aleación de manganeso-plomo como agente 
indicador d e  fluorescencia. 

K 301 V .  Puede revt~larse con ácido5 concentrados e n  frío (sulfúrico, percló- 
rico, etc.). 

K 511 V .  Adecuada para cromatografia de partición p ~ r m i t i c n d o  utilizar u n a  
g r a n  variedad de disolventes debido a que sobre la capa de silicagel se h a  depo- 



sitado una microdispersión 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 lámina está especialmente diseñada y adaptada para micro- 
fotografía. 

ACTIVLDAD. - La standardización de 10s adsorbentes es e l  problema más 
difícil que presenta la cromatografía de capa fina, debido a que 1m valores del 
Rf sólo pueden considerarse aproximados a causa de las pequeñas variaciones de 
la actividad y el espesor de las placassl. La preparación de l a  alúmina activada, 
se puede lograr fácilmente para la crmatolgrafía en  columna por el método de 
Brockmann y C c h ~ d d e r ~  o por u n  método más expeditivo como e l  empleado por 
Hardegger 23 a base de una alúmina' de actividad conocida y adición de canti- 
dades variables de algua. Pero e n  la cromatografía de capa fina la preparación 
de la placa' lleva consigo u n  secado y determinación posterior de la actividad, 
que por otra parte a l  emplear standars como referencia muchas veces no es ne- 
cesario. El  método más utilizado para de teminar  h actividad de la alúmina y 
silicagel fueron desarrollados por StahlZ4 y Hermanek, Schwarz y CekanZ5, que 
relacionaron la actividad de las capa3 de alúmina con la escala de actividades 
de Brockmann con lo que puede determinarse la actividad de la alúmina para 
T.L.C. sin aglutinantes. Se coloca en  el punto de partida u n  ensayo de 0,02 ml. 
de una disoluoión que contiene 20 mgrs. d'e cada uno de los siguiente coloran- 
tes: p-metoxiazobenceno, amarillo sudán, rojo sudán y p-aminoazobenceno ó 30 

m. dte azobenceno en 50 ml.  de tetracloruro de carbono seco. El tetracloruro - 
de carbono se emplea como eluyente. E h  la tabla 1 se dan las relaciones entre 
e l  Rf y la actividad de la alúmina: 

T A B L A  1 

Colorante Actividad basada en la escala de Brockm-Schodder 

azobenceno 
p-metoxiabenceno 
&arillo Sudán 
Rojo Sudán 
paminoazobenceno 

Existe una correspondencia entre estos valores para la alúmina y la  silicagel, 
óxido de magnesio y sulfato cálcico. Estos standars se pueden colocar en  una 

g- 
de las pistas del cromatograma, como se ve en  la lámina 1-2; en  general sólo 
para casos muy  específicos se utiliza esta técnica, pues lo que se logra con l a  
T. L. C. es una separación adecuada pero no valorels fijos del Rf. 

c. - DISOLVENTES. - La vehocidad de migración de las sustancias sobre 
un adsorbente determinado, depende del disolvente a emplear y varía según las 
constantes dieléctricas de los mismos, sobre esta base se constrnyen las series 
eluotrópicas 2% 22' algunas de las cuales representamos a continuación: 



T A B L A  1 1  

Serie 1 -" 27 Serie 1128 

Eter  de petróleo Eter dc petróleo (30- 50°~C) 
Ciclohexano Eter  de petróleo (50- 70°C) 
Tetracloruro de carbono Eter de petróleo (70-100CC) 
Tricloroetileno Tetracloruro de carbono 
Tolueno Ciclohexano 
Benceno S d f u r o  de carbono 
Cloruro de metileno Eter  anhidro 
Cloroformo Acetona anhidra 

Benceno 
Acetato de etilo Tolueno 
Piridina Esteres 
Acetona cloruro de metileno-cloroformo 
n-Propano1 Alcoholes 

Metano1 
alcoholes o piridina 

E l  poder eluyente está e n  relación con la solubilidad de  los distintos compues- 
tos a cromatografiar e n  los disolventes y por lo tanto depende de las constantes 
dielkctricas de los disolventes y de la polaridad de las sustancias. Es ú t i l  pa ra  
elaborar series eluotrópicas conocer las constantes dielkctricas de  los diferentes 
disolventes que resumimos e n  la  'Tabla 1111 y q u r  h3n sidio estractadas de Stahl  

T A B L A  111 

Constante 
Disolvente Dielkctrica Disolvente Dieléctrica 

a 20°C 

Acido acético 
Acetato de etilo 

Nitrometano Cloroformo 

n-Butano1 Ciclohexano 

n-Hexano 

En dicha tabla 111 h a y  que tener  en cuenta que sustancias como e l  nitrome- 
tan0  y los ácidos n o  deben de incluirse e n  e l  orden situado por las  constantes 
dieléctricas, e l  primero por ser insoluble e n  agua y los segundos por reaccionar 
con algunos adsorbentes. Pñra obtener polaridades intermedias se pueden mez- 

- 16 - 



clar  adecuadamente unos con los otros, así como para lograr cromatografías de 
particibn o adsorción. 

E l  método para obtener los disolventes adecuados para una T. L. C. se basa 
e n  el desarrollo de  cromatogramas circulares en una placa o en u n  papel 12,30 
0%. 5 ) .  

- Hexono 

- Tetmclorum 
de carbono 

- Benceno 

- D/'dorc/n, de 
rnelileno 

- c/oroformo 
b ( t / % e h d )  

Aumen¿o dd 
poder 
e/uyente 
de/ 
diso/ven¿e 

Se colocan algunos testigo~s del problema a separar dejando ejvaporar e l  di- 
solvente, añadiendo a continuación sobre cada mancha eluyentes diferentes de 
menor a mayor ploder disolvente, la mezcla cloroformo-etanol' 1 % disuelve bien 
pero posee escaso poder separador, mientras que el benceno es el que logra una  
separación más espectacular de las sustancias. La mezcla está formada por los 
siguientes colorantes: Indofenol, Sudán Rojo G y Amarillo Manteca. 

MeTclas a separar 

Fig. 6 
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Lna diaigrama (orientador para la selección de disolventes ideado por Stahl 31 
se ilustra en la fig. 6, en (el cual en números romanlos se representa la activi- 
dad de la silicagel o la alúmina y los dos restantes vértices del triánigulo indi- 
can la polaridad de la fase m'óvil y de la mezcla a separar. Esta disposiciirn 
ingeniosa sirve de orientación para elegir las actividades de la placa y la po- 
laridad del disolvente. 

d .  - Constitución química y adsorción crornatográfica. 

Las sustancias que  pueden separarse por elución con disolventes no  acuosos, 
poseen una alfinidad débil frente a los adsorbentes hidrofílicos usuales, en este 
caso es adecuado trabajar con adsorbentes fuertes y con eluyentes de  escasa aii- 
nidad, esto es, que se asocian poco con las sustancias a eluir; cuando se presenta 
e l  caso inverso, de fuerte afinidad de las sustancias a eluir por los adsorbentes 
hidr&los, entonces deben de emplearse adsorbentes débiles (actividad V-IV) y 
eluyentes de polaridad intermedia. 

Las reglals que relacionan las atfinidades entre los adsorbentes y la constitn- 
ción química han  sido establecidas por H .  Brockmann32133 y se resumen a con- 
tinuación: 

1. - Los hidrocarburos saturados son difícilmente adsorbidos; la introduc- 
ción de dobles enlaces aumenta la capacidad' de adsorción en un incremento que 
depende del número de dobles enlaces y de su grado de conjugación a causa dei 
aumento de polarizabilidad de la molécula, con ello la fuerza con la que se 
pueden unir  a los adsorbentes hidrofilicos. 

2. - La introducción de grupos funcionales en hidrocarburos generalmen- 
te proporciona un aumento de la capacidad de adsorción, dicho efecto disminuye 
en  el siguiente orden para las distintas fuinciones: 

Esta regla vienen dadas para compuestos aromáticos, que son los generalmente 
utilizados en  la industria textil, para los hidrocarburos alifáticos hay ciertos 
cambios en la afinidad de adsorción, los -0H y -NH2 se sitúan detrás de los 
compuestos carbonilicos. 

3. - Si hay  varios sustituyentes en  la 'misma molécula, su influencia sobre 
la afinidad es s6l0 aproximada a una suma de las afinidades respectivas, pero 
también influyen las posiciones de los grupos y los efectos estéricos. 

d. - METODO DE TRABAJO. E n  general se ajustan a los equipos descrip- 
tos en  las figuras 2, 3, 4, teniendo u n  especial ouidado de preparar oapas consic- 
tentes de espesor uniforme. El  procedimiento más común se realiza por medio 
de un esparcidor, del tipo que se muestra en  la fig. 2, o #bien uno más simple 
para porta-objetos. de microscopio como el que se muestra en la fig. 7, que nc- 
tualmente está disponible en el comercio. 



Otra variante más económica que se puede construir fácilmente en  e l  labo- 
ratorio (fig. 8), formado por una  placa de vidrio y una varilla con una muesca 
que por desplazamiento da una  capa dre adsorbente de espesor constante. E n  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 pequeñas can- 
tidades de grasa que puedan impregnarlas mediante el empleo de u n  detergente 
(ej. Vim, etc.), mezcla c r h i c a ,  disolución de sosa concentrada, etc. y a continua- 
ción lavando con agua que  se deja caer de arriba hacia abajo de la placa y pos- 
terior lavado con agua dlestilada; se secan en u n  soporte a temperatura ambiente 
o en una estufa de secado; en  (general no 'deben de secarse con acetona o alcohol 
pues suelen contener pequeñas cantidades de grasa que algunas veces pueden 
afectar los cromatogramas. 

Pig. 8 

La preparación de las suspensiones de silicagel o alúmina se realizan colo- 
cando 25 g del adsorbente y mezclándolos con 50 ml. de agua destilada .en 
un mortero o por agitación vigorosa (30 a 45 segundos) en u n  Erlenmeyer cerra- 
do de 200-250 ml.  de capacidad. Cuando la gel de sílice contiene sulfato cálcico 
se tiene que proceder e n  pocos minutos pues en caso contrario pierde e l  poder 
adherente Una vez colocada la mezcla en e l  esparciador, si éste es fijo se des- 
plazan las placas sobre el soporte y si es mórvil (Desaga) se desplaza éste sobre 
las placas. E l  tratamiento a que se someten las placas después de esparcido el 
adsorbente consiste en dejarlas en reposo durante 10 minutos y a continuación 
toda la noche secando a l  aire 34, obteniéndose capas con una adherencia muy  
buena. 

Activación - Las placas se colocan sobre una bandeja o cuando son porta- 
objetos de microscopía sobre dos varillas de  vidrio en una estufa de secado calen- 
tándolas durante e l  tiempo fijado y a la temperatura requeridas E l  calentamien- 
to durante 30 minutos a 105OC. proporciona una actividad entre 11-111 para alu- 
mina Merck neutra. Capas de mayor actividad se logran calentando durante 



tiempos más largos a temperatwas ,superiores. El  almacenaje de las placas acti- 
vadas se efectúa en desecadores de vacío, que conti,enen silicagel o cloruro cál- 
cico anhidro, debiéndose protelger las placas de la atrnbsfera de la,boratorio y de 
los daños ori'ginados por manipulación descuidada. 

Aplicación de las sustancias. -Se preparan d'isoluciones a? 0;1, 1 6' 5 % &e las 
mezclas a ensayar dle acuerdo con el tipo de sustancias. E l  disolvente del pro- 
blema dsebe de poseer gran podier eluyente y vaporizarse fácilimente Cbencena, 
éter de  petróleo, etc.). La cantidad a cromatografiar debe ser dristinta según e1 
caso, pero e n  general debe de estar comprendida entre 25-60 microgramos. Para 
la medida de las muestras sme utilizan micropipetas de distintas capacidade.~, co- 
locando los ensayos mediante una plantilla en la Enea 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 microscopía; generalmente la altu- 
ra que se alcanza en la placa a eluir está relacionada con la superficie de !a 
mancha, alcanzando yalores para actividades intermedias comprendidos entre 
150 mmz a unos 10 a s .  y 2510 mmz a 14 cms. 

Las cubetas presentan una serie de dific,ultades e n  relación a su  uso correcto 
debido a la mala distribución del disolvente tendi,éndose actualmente a utilizar 
microcálmaras como la representada en la fig. 9 4 .  Para lograr una distribución 

Yig. 9 

más aciecuad'a del diso'vente, se pueden colocar papeles de filtro lateralmente 
como se aprecia en la fig. 9-B, que sin dicho artificio da uria distribución 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 lámina 1-1 que representa 
la separación de u n  standard con tbenceno cono ,eluyente formado por los colo- 
rantes Amarillo Manteca, Rojo Sudán G, e Indofenol. 

Para el trabajo cuantitativo se utiliza u n  adsorbente cualquiera sin agluti- 
nante (yeso), y una vez separadas 1a.s sustancias se pued'en determinar las con- 
centraciones por densitometna, o por adsorción espectrofotométrica (ultravioleta 
o visible), para la apli8ca.ción de esta última técnica se puede utilizar 'el procedi- 
miento que se rnutes8tra en la fi,g. 10A-,B, que es de fácil construccibn e n  el labo- 
zatorio; el dispositivo aprovecha la succión producida por una trompa de agua 
o aspirador para recuperar la zona que tiene ad,sorbido e l  problema y por desor- 
ción con u n  disolvente adecuado se reicupera la sustancia que puede determinarse 
espectrofotométricamente. E n  nuestro laboratorio hemos obtenido e n  este tipo 
dle determinaciones erropes comprendidos entre el 1-3'% con colorantes dispersos 
puriaicados y cedidos amablemente po~r el Lalboratorio d'e Tintorería 35. 

E l  archivo de los cromatogramas más adecuado es el f~tográ~fico que .se puede 
lograr fácilmente con una méquina Reflex con objetivo de aproximación. 
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Fig. 10 

V. APLICACIONES A L  CAMPO TEXTIL. 

Las aplicaciones de  la cromatografía de capa fina a l  campo textil son tan 
amplias que no  pretendemos resolver n i  una pequeña parte de los problemas que 
s e  pueden presentar, pues actualmente sería cuestión de una  monografía bastante 
abultada y por otra parte nunca exahustiva, baste decir que en el campo de los 
colorantes se logran separaciones insospechadas y en tiempos d'e 15-30 minutos, 
pero su utilidad1 no se ciñe a la separación de colorantes sino también a produc- 
tos auxiliares de todo t i p4  hid%o!izados de fibras naturales del tipo dlel Mohair, 
Lana, etc., pnocluctos naturales extraiidos de la luna (lanolina, colesterol, lanos- 
terol), fungicidas bactericidas, blanqueadones ópticos, etc., en estas aplicaciones 
s6l0 insistere,mos en  algún aspecto especial. 

a. - Colorantes. La T. L. C .  se aplica a todos los tipos de colorantes ácidos 
azoicos para lana sobre capas de silica-gel G o alúmina con un 2,5'% de' carbo- 
nato sódico a6 como sustancias reactiva y como eluyente la mezcla formada por 
acetato de n-butilo-piridina-agua (30: 46 : 25). ~Ruiz y Laroohe37 emplean e l  
mismo tipo de adsorbentes y como eluyentes n-butanol-etanol-agua (2 : 1 : 1) 
(9 : 1 : 1) (6 : 4 : 4) con e l  primero de  los elnyenGs lograron separar Acid Oran- 
ge  52 y Acid Yellow 69. Druding3"tiliza el procedimiento T. L. C. para la 
separación de tintas de escribir (colorantes hidrosol~bles), que es una adapta- 
ción del empleado por Reilley y Sawyer "; como eluyente (se utiliza m e t a n d  la 
tinta utilizada es Sheffer «Script», negra, azul, verde y púrpura,  rep parándose 
la  mezcla de adsorbente con 10 g. de gel de sílice y 23 ml. de agua destiladd, 
a.ctivAndose las placas -portas dte microscopía- durante 1 hora a llO°C. y se 
desarrollan en frascos de 200 ml. como los de la Gg. 3 con 10 ml .  de etanol del 
95'%, los valores del Rf se resumen en la tabla IV. 



T A B L A  IV 

Tinta Colorantes R f Intensidad 

Yegra 

Azul 

Verde 

Púrpura 

Amarillo 
Rojo 
Azul 

Azul 
Azul oscuro 
Azul 

Amarillo 
Azul 

Azul 
Rojo 
Púrpura 
Azul oscuro 

Banda estrecha 
- 

Banda amplia 

Trazas 
Bandas estrecha 
Trazas 

Banda muy estrecha 
Banda estreuha 
Banda a,mplia 
Trazas 

Estas mismas separaciones se pueden lograr sobre mezclas de colorantes so- 
bre tejidos, aunque e l  problema de la identificación completa es más complejo. 

C~lorant~es  al cromo" se pueden separar por el mismo procedimiento con si- 
licagel y como eluyentes cloroformo~acéitico (9 : l) aunque segiin la polaridad 
se pueden emplear otros eluyentes distintos en los colorantes cromatables. Para  
los colorantes básicos se pueden separar con silicagel o alúmina con benceno 
como eluyente (lámina 1-2 standards). Los col'orantes básicos del trifenilrnetancb 
como ,el verde malaquita (Basic Green 4) y (Basic Violeta 1) se separan37 em- 
pleando como eluyente n-butanol-etanol-agua (9 : 1 : 1). 

Los colorantes directos 36937 se pueden separar sobre capas de alúmina G o Si- 
licagel G con 2,5 % de carbonato sódico empleando como eluyente acetato de  
butilo-piridina-agua, pero nunca se deberá emplear celulosa como soporte (ven- 
taja de la T. L. C. cobre la cromatografía de papel) pues no es inerte a dicihos 
colorantes y la afinidad debida a fuerzas de Van cler Waals es hastante conside- 
rable a corta distancia manifestada particularmente ,por moléculas cadenas lar- 
gas de dobles enlaues conjugados coplanares, en esta clase están situados los de- 
rivados del estilbeno y blanqueantes ópticos, que son fluonescentes y que se apli- 
can ampliamente mezclado~s con los detergentes en  una proporción que oscila 
entre 41-0,2'% siendo los más representativos los derivados del trans-estilbeno 
y de la cumarina, 

Blanco de Calcofluor MR 7-Dietil-amino-4-metil curnarincia 
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Ambos se pueden determiner  por cromatografía de  capa fina desarrollándolas rh!i 

disolventes de polaridad intermedia (acetona-cloroformo) y obcervando la placa 
d e  u n  porta bajo la lámpara de  Wood apareciendo las  manchas  fliiorescentes d r  
tono azul-violeta, sobre el fondo del soporte blanco; de  esta forma s~ determi- 
n a  fácilmente si u n  detergente lleva incorporado blanqueador óptico o n o  

Colorantes dispersos. - Para este tipo de  colorantes los procedimientos de Cro- 
matagraf ía  de capa fina son inrnejoralbles, y salvo los trabajos re~ilizados hasta 
el presente por  Wollenweber  41 para  la separación del 1,4 diaminoantraquinona 
(Disperse Violet l ) ,  1-amino Chidroxi  antraquinona (Disperse Red 15) de l  1,4 
dihidroxiantraquinona (quinizar ina)  sobre celulosa acetilada empleando acetato 

de  etilo -tetrahidrofurano-agua (6 : 35 : 47) y los rralizados por Kiel y Kuyprrs  "2 

utilizando e l  mismo adsorbrnte y como eluyentes tetrahidrofurano-agua-acbtico 
4 N (80 :  5 4 :  0,05); así como para separar 1-amino; 2 amino, l,? diamino y 1,4 
d iamino  antraquinonas con silicaga14" como eluyentes cloroformo-ac~tona 
(20:  l o ) ,  prácticamente n o  se h a n  empleado con la profusión qiir e l  método 
permite  aunquc  no cabe diida que  r l  ml6todo se habrá  generalizado cuando ,ipa- 
rezca estr trabajo, debido a q u r  sii rapidrz y podrr  srparador  p ~ i r ~ i  cstr tipo dc. 
colorantes rs  algo extraordinario. 

E n  la l i m i n a  1-2 sr  ha  logrado iina srparación cl,ira d r  1 N-fcnil amino, 
4-hidroxi antraquinona (Sandoj.); 1-arnino, 4-hidroui, antraqiiinona y p-hiclroui 

(bis-azobcnc.rno), utilizando como soporte silicagel G según S tah l  y como elu- 
yente  cloroformo. E n  1'1 misma 16mina est5n colocarlos los dos st,ind,irds p,ira 1 1  
actividad de la placa, siendo los valorrs del Rf de los colorantes respectivamento 
0,68; 4 2 0 ,  404 .  Hemos hecho ensayos sistiemáticos con color,intes del tipo Cibui- 
cet  44 y Laty144 lográndose secaraciones a d ~ c u a d a s  con b ~ n c r n o ,  cloroformo, clo- 
roformo-acetona (4 :  1), éter y tetracloruro de carbono, todos ellos 4r h a n  foto- 
grafiado convenientemente pero sería prolijo ampl ia r  m á s  la referencia, a u n q u e  
si h a y  q u e  resaltar que es sin duda ~l tipo de colorantes e n  los qiir las  separacio- 
nes son máls ní t idas  y los resultados más  claros. 



No qucd'i r c d u ~ i d ~ i  < i i  ,~plic,ición a los ~o lordn tes  textiles propiamente dichos 
sino q u e  e n  la industria de 1,i alimentación tiene la T. L. C. u n  campo de apli- 
cación amplio como lo demuestran los trabajos realizados recientemente por Ci,is- 
ca y Casinovi 45 del  Instituto de Sanidad de  Roma que d a n  una  serie de pro- 
cedimientos para identiiicar iiria veintena de colorantes admitidos por la S a ~ i -  
d a d  Italiana, empleando como soporte silicagel G según Stahl  y como eluyeritcs 
dos sistem~is, a = n-butanol-etdnol-apa (20 : 20  : 5).  b = n-butanol-etanol-ag~i'i- 
clorhídrico 0,3 N (20 : 20 : 5 : 1) y cuyos resultddos resumimos e n  la tabla V. 

T A B L A  V 

'1'- . ~ i i  11,azin;1 
Crisoidin;~ 
Am;iril lo Quinolina 
Amarillo sólido 
Naranja S 
Naranja G,GN 
Rojo Azorubina 2 
Carrnesi 
Ponccaii 4 R 
Escarlata G N  
Poncraii 6 R 
Aziil Indantreno RS 
Azul Intcnso V 
C a n n i n  Indigo 
Nrgro  Brillante 

E n  otro tipo d r  aplica( ioric,i cuino son los tr,ib,ijos báiiros rstructiiralcs sohrc 
proteinas qiieratínicas, hidrolizados de lana, c t c ,  la bibliografía r s  profusa, p r ro  
es notable la aportación de los químicos españoles P. Miró  y J. J Garcí,i 4 5  q u e  
para  estos estudios h a n  sustitiúdo con ventaja la cromatografía d r  papel por ( 3  

T. L. C., ganando el mbtodo e n  tiempo d c  desarrollo para cromatografías l~i t l i -  
mensionales y e n  nitidez de las  manchas. 

el análisis de subproductos e n  plantas  industriales para PI lavado de lana  
e n  relación con e l  aprovrchaminrto de las grasas de las ag-iias (10 lavado, la 
mezcla de los productos recuperados se piicdr nnalizar por la t6criica drscrica 
por  Pfeifcr q u e  emplea como adsorbente silicagel G y como r luyentrs  n-hcuano- 
éter  etilico-acbtico (50 : 50 : 2) y como rcvclador ic ido perclórico, piidirndo 'ipli- 
carse estr método a determinaciones cuantitativ,is de colesterol. 

Podemos concluir q u e  nuestro intento es sOlo informativo y qiir actiiiilmc~ntr 
e l  campo es ilimitado, piics incluso r n  el dominio de los prodiictos ausiliiires 
tiene iiníi aplic~ición nmpliii qiic intrncioníirlamrntr hrrnos ornititlo. p i i r  coiis- 
t i tuye por sí sólo i i r i  tttrriii (1111. rios r) i .cr l )~ni~ 'ni(~ t l ~ ~ s ; i r r o l l , ~ i  cori II~¿'I\ t l i~tallr (13- 

bid0 a su amplia  aplicaci6ri c'n V I  campo tcutil. 
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