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‘CAPITULO I

TECNICAS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

1.— INTRODUCCION

La promatografia en capa fina (C.C.F.) (T.L.C. en
inglés) es una de las técnicas cromatogrificas que més am
plia.difusién ha obtenido en los Gltimos afios débido, por
un lado, a la sencillez del método y excelentes resultados
obtenidos y, por otro, a lo econbémico del sisfema respecto

a otros procedimientos utilizados.

Su utilizacidn se ha extendido de forma masiva a
todos los campos de la investigacidn, facilitando el estu-
dio de nuevos ﬁfoductos o éumentando su pureza, siendo una
té@nioa muy adecuada para él estudio de productos que se
manipulan en pequefias cantidades,'como ocurre con gran fre

cuencia en biologfa y farmacologia.

La C.C.F.'coﬁsiste\esencialmente en la separacién
entre si de.los productos de una mezcla aplipada sobre un
adsorbente (fase estacionaria) distribuido de forma homogé
nea sobre ﬁn soporte, reVeléndose estos productos sobre la
" capa mediahte el paso de un disolvente (fase mévil). La mez

cla de productos a separar se aplica cerca de un extremo de



la capa formada por el adsorbente; introduciendo este ex—
tremo en un disolvente,asciende a lo largo de la capa por
caﬁilaridad..Al resultado de éste revelado ge le llama
cromatograma. Actualmente a este tipo de cromatografia, y
junto con la cromatografia en papel, se le denomina croma -
tografia "en lecho plano". Segin el tipo de capa o disol-
vente utilizados se pueden efectuar crqmatOgrafias de ad-
sorcién, particién, cambio ifnico o filtracién por .gel; pu-
diendo, asimismo, si seicomunica a los extremoé de la capa
un campo eléctrico adecuado, efectuar separéciones,por

electroforesis.

La C.C,F, s8e inicia con los trabajos‘sobre 1é se-
paracién de productos fdrmacéuticos de Izmailov y Shraiber
en 1938, Después de una utilizacién esporidica, Kirchner y
Millér la emplean en 1951 de una forma extensa y completa
en la separacidn de terpenoides, utilizando diversos adsor

bentes y equipos para el revelado.

'‘Sin embargo, édiaplicaoién masiva es fruto de los
trabajos de Stahl, el cual normalizg’el tamafio y céracte~
risticas de los adsorbentes, aglutinantes y soportes, antes
dificiles de encontrar comercialmente y de preparar, déndo-
le a esta técnica el nombre actualmente utilizade de'C;C.F;
Posteriormenﬁe han sido miles los trabajos de investigacién
publicados en Tos que se ha utilizado la C.C.F., resolvien-
do estaltécnica innumerables problemas de separacién, visua

lizacibn y valoracidn.



Debido a éq sencillez, la forma de utilizacién~ori',r
ginal de lé C.C.F. no ha experimentado variaciones funda-
“mentales, habiéndose desarrollado, no obstante, numerosos
trabajos en los que se describen nuevos adsorbentes y aglu
tinantes, diversos procedimientos de aplicacién y revelado
y numerosos visualizadores y detectores que facilitan la se
paracibén y valoracién de los productos estudiados. Muchas
de las técnicas utilizedas son una adaptacidn de la croma-
tografia en papel, mientras que otras éon completamente ndg'

vas puesto que la C.C.F. posee caracteristicas propias.

Vamos a proceder al examen.de las caracter{sticas
més: iinportantes de la C.C.F.; estas caracter{sticas no son ex
clusivas de esta>téchica, pero reunidas en un solo sistema,
hacen de la C.C.F., en numerosas ocasiones, un procedimien~

to ideal de separacidn y estudio.
Estas caracteristicas son las siguientes:

Versatilidad: Posibilidad de utilizar la cromatografia de
adsorecibén, particidn, cambio iénico, etc.
Facilidad de manipulacidn: Sencillez y reducidas dimensio-

nes dei equipo generalmente utilizado.

Gran eficacia y resolucibn: Debida al pequefio tamafio de

las particulas utilizadas en los adsorbentes.

 Realizacibn a temperatura ambiente: El revelado a tempera-
tura ambiente haée de la C,CeF. un sistema ideal para,

su utilizacidn en biologia y en bioquimica y, en gene-



ral, en aquellos estudios en los que se manipulen pro-

-~ ductos térmicamente inestables.

"Rapidez de realizacidén: En pocos minutos puede conseguirse
la aplicacién, revelado y visualizacién de los produc-

tyos.

‘Pacilidad de deteccibén: Pueden detectarse con gran sensibi-
lidad numerosos productos de forma cualitativa y cuanti

tativa.

Bajo costo del material utilizado: Hay, diversos procedimieg
tos cromatogréficos, como la cromatografia en columna a
presibn, la cromatografia en fase gaseosa, etc., que
aventajan a la C.C.F. en nunerosas facetas, pero por uti
1izér equipos de gran precio de adquisicidn y manteni-
miento no pueden ser ampliamente utilizados; sin embar-
go, la C.C.F. es asequible a todos los laboratorios y de
bido a las caracteristicas mencionadas, hace que sea, en
numerosas ocasiones, un procedimiento ﬁniéo de separa-

cién.

La técnica original, que aun se emblea ampliamente
en su forma primitiva, ha sido objeto, sin embargo; de nume-
rosas modificaciones para adaptarla a los distintos proble—
mas que han ido surgiendo y para explotar mids a fondo sus

pesibilidades.



2 .- ADSORBENTES

Los adsorbentes mis utilizados siguen siendo  los

primitivos, gel de silice, allmina, celulosa, tierra silf

cea,

etc., destacando entre ellos; sobre todo en cromato-

grafia de adsorcién, la gel de sflice.

No obstante, se han preparado nuevos adsorbentes

adaptados generalmente a temas concretos, en los-que era

necesaria una mayor especificidad.

2e1e

Poliamidas

Debido a la formacién de puentes de hidrégenn‘
entre 1os'grh§os hidroxilobfenélicos ¥y los grupos ami
da, es posible la separacibn de los fenoles y produc-
tos similares con capas de poliamidas. De eéta forma

pueden utilizarse productos comerciales como Perlén o

Nylén en la separacién de fenoles, Aparte de los tra-

bajos de Hathway (1959)i y Horhammer (1962) sobre apli
caciones especificas, es digno de mencidén el estudio
de Hesse (1968) sobré las diferencias éxistentés éntre
las poliamidas y los poliacrilnitrilos, pqliacrilami—
das y N—acetil—poliacrilamidas como adsorbentes para

el revelado de sustancias solubles en agua.

% Las referencias bibliogrdficas se encuentran al fi-
nal de esta memoria por orden alfabético de autores
y afios de publicaeidn.



2.2,

2.3,

Celulosa

| La celulosa, idéal paré la separaéién'de pro-
ductos solubles en agua debido a sus numerogos grupos
hidroxile y a su facilidad para formar puentes de Hi-
drdgeno, puede también utilizarse para la separacién
de otro tipo de sustancias cambiando su estructura,
Asi, por ejemplo, utilizando celulosa acetilada (Ac-
celulosa), material hidr&fobo, cabe separar sustancias
lipofilicas tales como colorantes de antraquinona

(Wollenweber, 1962), antioxidantes (Salo, 1964), etc.

Si la celulosa contiene grupos acidos o basicos
unidos mediante uniones éter o éster, puede actuar co-
mo cambiadora de ién, siendo muy adecuada, debido a su
estructura fibrosa, para la separacidn de moléculas hi
drofilicas de gran longitud como las proteinas, enzimas,
etc. Asi, ha separado Dyer (1963) diversos nucledtidos
y Coffey (1963) nucleosidos, purinas y pirimidinas.

-

Geles de dextrano

Por medio de geles de dextrano pueden separarse

~entre s{ diferentes macromoléculas en funcién de su ta

mafio; las moléculas més peguéﬁas quedan fijadas en los
poros del gel y las mas grandes pasan libremente,(estg'
bleciéndose un orden de»revelado por tamafios (filtra~-
cién por gel). De esta forma pueden separarse proteinas,

hormonas, enzimas,‘etc. (Determann, 1962). Los geles de



2.4.

2.5,

2.6

<

dextrano con diversos grupos quimicos pueden utilizar
se, de forma similar a la celulosa, como cambiadores

de ién (Wieland, 1962).

Resinas cambiadoras de idn

Todas las resinas cambiadoras de ién puedén‘
ser utilizadas, en principio, en C,C.F., De esta forma,.
con resina deex 50 W, ha separado Berger (1963) por
CeC.F, diversos alcalinotérreos y Hittenrauch (1963),

con resina Wofatit C P 300, vitamina B de otros produc

tos.

Polihidrocarburos porosos (Porapak)

Se presentan en forma de esferas de tamafio con
trolado, gran porosidad interna y gran éfea aespecifica.
Es una fase estacionaria no polar adecuada para la se-
paraciébn de productOSrpdlaresﬂde no polares (Jandk,
1968).

4

Borosilicatos con superficie modificada (Durépak)

Son producidos a paftir de esferas de vidrio po-
roso de tamafio controlado (Porasil) en las que se modi
fica su superficie por procesos quimicos, adiciondndo-

las grupos cianoetoxi muy polares (Jandk, 1970).



2.7.

2080’

Polvo de vidrio

Utilizando como adsorbente polvo de vidrio
con una superficie esbecifica del orden de 200 m2/g
ha sepafado Kramer (1964) diversos tipos de ceras;
Ackermann (1968) estudia el diferente comportamien—
to cromatografico entre el polvo de gel de sflice y
el de cuarzo; Taylor (1968) gepara colorantes por
medio de capas de vidrieo sinterizado y Marino (1970);
utilizando vidrio poroso como adsorbente, separa es—

teroides, barbitﬁricos, drogas y alcaloides,

Otros adsorbentes

Ademéds de los adsorbentes’antes mencionados,
de uso mds amplio, se han utilizado también otros pro
ductos preparados generalmente para casos espeoifiéos,
pudiendo dividirse en adsorbentes inorgénicds y orgh-

nicos,

Entre los primeros podembs mencionars: Talco,
bara separar acidos grasos (Carreau, 1964), sulfato
cidlcico, para separar glicéfidos (Kaufmann, 1962), si-
licato calcico, para separar azicares (Tore, 1963) y
otros como carbonato de zine (Badings, 1959), carbén
(Prochazka, 1970), arcilla (Sheen, 1971), 6xidos de
cromo y hierro (Hesse, 1961),'de indio y aluminio
(Cremer, 1970) y de magnesio (Kartnig, 1970), etc. En-

tre los adsorbentes orginiocos podemos mencionar: Poli-



etileno (Mangold, 1961), tefldn (Raaen, 1969), aceta

" to.de polivinilo (Dhont, 1970), etc.

249,

Mezcla de adsorbentes

Mezclando diversos'adsorbenteS‘en.1a prepara-
cibn de las capas pueden obtenerse resultados intere-
santés en la separacidn de productos. Winterstein(1960)
ha utilizado una mezcla de hidrbxido céleico y gel de
silice para la separacidn de carotenoides, y Peifer
(1962) ha descrito un procedimiento para la preparacién
de microplacas coﬁ una mezocla de magnesia y gel de si-

lice.

- Para conocer en un solo cromatograma la mezcla
de adsorbentes més adécuada para el problema considera
do, ge distribuyen los dos adsorbentes de forma heterg
génea a lo largo de la capa (gradiente en la fase esta
cionaria) haciendo que en cada lado predomine uno de

los adsorbentes (Stahl, 1964).

Todos los productos-estudiados actian como ad-
gsorbentes aunque, en algunos casos, (cromatografia de
particién, cambio de idn, etc.) no se utilicen como ta

les por ser més importante otras propiedades.



3.- CAPAS Y SOPORTES

3.1. Preparacidn de placas

La preparacién de placas en el laboratorio
(capa més soporte) se hace, generalmente, de forma
similar a la utilizada al principio de la C.C.F.

(Stahl, 1969).

Antes de su utilizacidn en cromatografia de
adsorcidn, deben calentarse a una temperatura deter .
minada y durante cierto tiempo para que se produzcé
la acti&acién del adsorbente, de forma qﬁe se sitde

en condiciones idéneas de adsorcién,

Este,procedimiento de preparacidn produce ca-
pas de espesor neo uniforme y con notorias diferen-—
cias entre lotes; por ello, los resultados‘son'poco

reproductibles.'_

La comercializacién de plécas con un amplio
" margen de adsorbentes y soportes, ha paliado.los in-
convenientes anteriormente citados produciéndose ca-
pas de espesor homogéneo y muy reproductibles y que,
gracias a los aglutinantes generalmente empleados,
alcoholes polivinilicos, son muy feéistentes a los

disolventes y a la manipulacidn.

La preparacidn de placas en el laboratorio ha
quedado reducida a los casos en que se utilizan adsor

bentes o0 mezclas de adsorbentes no suministrados en



las placas comerciales, pudiende prepararse con apa
ratos convencionales adecuados, manuales o automdti
- 00s (Stah1,1958a) (Marcucci, 1963) o por pulveriza-
cién del adsorbente més‘el'agldtinante sobre el so-

porte (Bekersky, 1963).

El material utilizado como soporte ha varia-
do debido, principalmente, a la dificultad en el
corte en tiras mis estrechas de las placas de vidrio
comerciales de 20 x 20 cm, utilizdndose actualmente
SOporfes de aluminio, pléstico, fibra de vidrio,
ete., continuando, no obstante, el uso amplio de las
placas de vidrio que son manipuladas con facilidad y
son recomendables en los casos én los que se‘utilice~
posteriormente un detector para su visualizacién,

por conservarse completamente planas.

Las placas utilizadas gon generalmente cuadra
das o rectangulares; sin embargo, en ciertos casos,
se han utilizado en forma de cufia con el vértice ha-
cia abajo (Rink, 1965) o de formas diversas para es-

tudiar su comportamiento (Griesener, 1968).

Aparte de la;forma plana de los soportes, se
han utilizado diversas'variéntes paralmOdificar su
uso o variar las condiciones de révelado, emplééndose
soportes en forma de varillas (Stupﬁicki, 1966), tu-
bos con recubrimiento exterior o interior (Hirayama,

1967) (Jordan, 1971), conos (Grindlay, 1966), etc.,
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e incluso sin soporte para cromatografia preparativa,

adoptando el adsorbente la forma de tubos (Lenk; 1969)

o placas (Kirchner, 1971).

Dimensiones de las capas y soportes

'El espesor de las capas preparadas es muy va-
riable. En C.C.F, analitica los espesores mis utiliza
dos son los de 250 micras en soportes-rigidos y de
100 micras en soportes flexibles; menos utilizédos son

los espesores de 1 micra (Cremer, 1969) y 6 micfas

(Marian, 1969). En cromatografia en capa preparativa

(CeCuP,) se utiliza generalmente un espesor de 2 mm,
adecuado para la separacidn de unos 200 mg de producto,

habiéndose utilizado, también, capas mis gruesas de 3 a

12 mm (Kiréhner, 1971), en las que es fundamental evi-

tar la formacibn de grietas durante el secado y activa
do y efectuar una buena saturacidn antes del revelado

para que este sea correcto.

Las dimensiones de las placas son tambi én &arig
bles; generalmente se utilizan placas de 20 x 20 cm
(que se cortan posteriormente,~si es necesario, en ti-
ras estrechas) y de 40 x 20 om y 100 x 20 ch en ciertos
casos para C.C.P. En microcromatografia se emplean pla-
cas de algunos cm de longitud y en un caso extremo Edgar
(1969) ha utilizado capés preparadas sobre una muesca de

0'2 mm de anchura y 50 mm de longitud, practicada en un
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vidrio portamuestras de microscopio. Ciertas casas 60
merciales venden rollos de soporte flexible de 5 m de
longitud cubiertos de adsorbente, para la utilizacidn

de placas del tamafio deseado (Halpaap, 1970).

La anchura de la capa puede influir en el reve
lado. Generalmente es superior al tamafio de la mancha,
pero se preparén también capas mis estrechas para evi-
tar la difusibn lateral, obtenlendose manchas de menor
superflcle, con lo que se aumenta la facilidad: de vi-
sualizacibn. Fishbein (1965) emplea capas de 2 6 3 mm
de anchura con lo que se evita esta difusidn lateral.:
El revelado én estas condiciones es perfectamente fac-

tible como ha demostrado Griesener (1968).

Placas con diversos adsorbentes

Aparte de la mezcla de adsorbentes sefialada an
teriormenté, estos pueden situarse altérna%ivamente a
lo largo de la placa para obtener revelados especiales.
De esta forma - y con capas de resina, gel de silice y
celulosa = obtiene Petit (1969) interesantes_separacig
nes en‘una.y dos dimensiones. Liebﬁann (1967) deseribe

un aparato para la preparaci6n de.este tipo de capas.

Si se cubre el soporte, en la zona de aplica-
cibn, con un adsorbente poco activo y el resto con el

adsorbente adecuado para el revelado, se produce una
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concentracidn del producto aplicado en la zona de unién
entre los dos adsorbentes, aumentando de esta forma 1la

resolucién (Musgrave, 1969).

Lavado de las capas

Después dé preparadas las placas es necesario,

en la mayoria de los casos, efectuar un.lavado'de las

cdpas, ya que,pueden haberse contaminado durante su ma-
nipulacién o con el polvo y los vaporés del laboratorio,
pudiendo tener el adsorbente en origen impurezas no de-
seables. Este lavado se efectlla por revelado (mejor des
cendente) de la capa con un disolvente muy polar, meta-
nol, etanol, etc., 0 mezclas Acidas o basicas. Bevenue
(1971) elimina los contaminantes organicos por calenta-

miento del gel de silice durante 16 horas a 300°C.

Impregnacibn de las capas

Dentro del estudio de la preparacidn de capas,
es muy interesante considerar las modificaciones que se
introducen en los adsorbentes por la adicién de diver-

sos productos que hacen que varien fundamentalmente sus

propiedades., Tal es el caso de la impregnacibn de 1las

capas con productos poco polares y de alto punto de ebu

1licidén como siliconas, hidrocarburos, polietilenglico- .

. les, etc}, que preparan las capas para la cromatografia

en fase invertida, adecuada para la separacidn de pro-



ductos muy poco polares; En este tipo de cromatogra-
fia la fase mévil es mds polar que la fasé‘estaciong
" ria,.

. Otras formas de impregnacién muy utilizadas
son la aplicacidn de nitrato de plata (lo que favore-
ce la formacién de complejos) (Morris, 1962) (Barrett,
1962) y de productos tales como Acido bérico, hidrdéxi
do potasico, soluciones tampdn, etc., que cambian o
conservan el caracter Acido o bdsico de la capa. Es
muy frecuente la adicién de productos fluorescentes
que favorecen la visualizacién y deteccidn de sustan-

cias que absorben la luz U.V.

4.- APLICACION DE LA MUESTRA

En la C.C.F. analftica las variaciones en las téc-
nicas de aplicacidn de las muestras ﬁan sido escasas, re—'
duciéndose a la introduccién de pipetas mls o menos ade-
cuadas y exactas, siendo interesantes los capilares cali-
brados de vidrio, que se utilizan una sola vez, para la

aplicacidn de productos altamente contaminantes.

Un aparafo muy completo de aplicacibén es el disefla
do por Bridger (1967), el cual permite aplicar pequefias
cantidades en gotas o lineas con variaciones éntre gotas
de un + 2'5 %. En el equipo disefiado por Boag (1972), la
muestra eé medida en un pequefio recipiente de tefldn y

transferida en forma de gotas a una aguja de vidrio.
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Las variaciones més impdrtantes se hap efectuado’
en los equipos utilizados para la aplicacidn de muestras
en CeCePs., por ser los que presentan mayores dlficulta-
des, debido a la evaporacibén de los disolventes utiliza-

dos y a la conveniencia de efectuar la aplicacién en li-

‘neas rectas y estrechas,y no en forma de puntos, para au- -

mentar en lo posible la resolucidén de la separacidn,

‘Los aparatos mis adecuados constan de dispositi-
vos de vaivén los cuales; mediante una pipeta muy fina,
depositan la solucibén a lo largo de la linea de aplica-~
cibn, siendo necesario regular su velocidad para asegu~
rar la evaporacidn del disolvente en cada pasada.(Bacon,.

1964) .

Un factor importante a itener en cuenta en la apli
cacidn de sustancias es su posible descomposicibn debida
al secado con aire caliente, a los adsorbentes, etc.,

(Macek, 1968) (Fairbain, 1968).

REVELADO O DESARROLLO

Este apartado es uno de los que presentan caracte
risticas mis variadas, siendo el més importante desde el

punto de vista cromatografico.

5.1, Factores que influyen en el reveladoj Rf

Es importante tener en cuenta en el revelado las

condiciones experimentales para obtener valores re-
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prﬁductibles del Rf y poder, de este modo, identifi
car las sustancias separadas y conseguir los mismos
resultados en los diferentes 1ab9ratorios. El valor
Rf ge define como la relacién entre las distancias

punto de aplicacibén - mancha y punto de aplicaeién

frente del disolvente.

Sobre el Rf influyen: la mayor o menor satura-
¢ién de la cémara de revelado, el espesor de la ca-
pa de adsorbente, el tamafio de.las particulas del
adsorbente,,lavﬁariacién durante el revelado de 1la
composicidn de la mezola de disolventes y vapores,
las dimensiones de la cémara, su temperatura, etc.,
habiéndose celebrado congresos en los que se estudia
ba exclusivamente este tema (Dallas, 1965, 1968)
(Geiss, 1968).

Geiss, Schlitt, de Zeeuw, et al., han estudia-
do la influencia que tienen los vapores de los disol
ventes sobre el revelado.‘Variando estos vapores se
modificanllas propiedades de los adsorbentes, obte-
niéndose variaciones en el revelado que pueden in-
fluir en la eficacia de la separaeién. (Geiss, 1965)
(zeeuw, 1968) (Geiss, 1968a). Para controlar la hume-
dad de la capa y evitar que pueda haber intercambio
del agua de la capa con los‘vapdres del disolvente, se

utilizan camaras "himedas" (Geiss, 1965a).

El tamafio de las particulas que forman la capa

de adsorbente influye grandemente en la resolucién,



en la velocidad de reveiado ¥y en el Rf. Generalmen—
te el tamafio de las particulas es}del orden de 40
micras, pero se han empleado hasta de 1 miora, pre— -
paradas por formacibén de 6xidos sobre placas de me-

- tal (Cremer, 1969).

Aungque la C,C.F, generalmente se desarrolla a
temperatura ambiente, siendo esta una de sus princi-
pales ventajas, puede ser necesario efectuarla a tem
peratura diferenfe, 0 bien, hantener una temperatura
determinada por influir estavsobre el Rf. Para ello,
Stahl (1964) ha preparado una cémara termostatada
~adecuada para obtener valores mas reproductibles'del
Rf y Kaufmann (1967) una cémara con temperatura pro-
gramada, mientras que Turina (1972)vcalienta la pla-

ca durante el revelado.

Un factor importante en el revelado, que afecta
también a la reproductibilidad del Rf, es la diferen-
te composicibn del disolvente'y sus vapores a lo lar-
go del tiempo. Esta diferencia se produce por la desi-
gual evaporacidén de los diversos componentes del disol
“vente (por ser generalmente més de uno), lo que hace
que varie la composicién inicial de la mezcla. Para
evitar este inconveniente, Roder (1971) ha estudiado
una serie de 24 mezclas azeotrdpicas, en las que, al
permanecer constante su punto de ebullicién, se evita

la variacibn en su composicién. Mediante esta amplia



serie de mezclas, es facil encontrar una que se adap-
te a la constante dieléctrica requerida para el disol

vente.

Dentro del estudio de los diferentes disolven- .
tes utilizados podemos incluir las series eluotrdpicas
- que nbs indican el disolvente mds adecuado déntro de
una serie de ellos ordenados por su constante dieléctri
ca - incluyendo una aportacibn interesante debida a
Bulenkov (1968), que ha preparado una serie eluotrdpi-

ca de 32 disolventes. .

El gradiente de elucién - variacién de los compo-
nentes de la fase mdvil durante el revelado ~ tan utili
zado en cromatografia, ha sido aplicado a la C.C.F. por

Rybicka (1962) en la separacibn de glicéridos.

Las dimensiones de las cdmaras de revelado influ-
yen en la reproductibilidad de los valores del Rf, por
la dificultad de saturar debidamente las cémaras de gran
des dimensiones con los vapores del disolvente. Las. cé-
maras tipo “Sandwich",cémaras S (Stani, 1962), estén
formadas por dos placas de vidrio mhy pféximas, una de
las cuales contiene el adsorbente;‘estas cimaras, por su
pequeflo volumen, favorecen la saturéci6n del aire con los
vapores del disolvente y, por tanto, la reproduétibilidad

de los valores del Rf obtenidos.

E1l espesor de las capas puede influir en los va-
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lores obtenidos de Rf. Jénéhen (1968) atribuye la in
fluencia del espesor a la deficiente saturacién de -
las cédmaras de revelado y efectda expériencias con gpg
dientes en el espesor y‘diferenﬁes saturacionesj Dallas

(1968a) indica que el espesor de la capa no inflﬁye-so-

“bre el Rf, si la actividad de la capa es constante y se

utilizan clmaras S.

Diversas técnicas de revelado

Las primeras variaciones en las técnicas de re
velado se refieren a la posibilidad de efectuar reve-
lados ascendentes, descendentes y horizontales, habiég

dose publicado posteriormente nuevas técnicas de reve-

lado,

Una de las aportaciones mas intéresantes es el
revelado en flujo continuo (Bobbitf, 1963), en el que
parte de la placa asoma por una rendija existente en la
parte superior de la cémara, evaporéndose en esa zona
el disolvente, con lo que el revelado puede continuar
por tiempo indefinido. De esta forma, se aumenta el ni-
mero de platos tedricos de la capa y se consigue la se-
paracién de productos muy polares que de otra forma qqg:
darian fijados en el origen, o la separacibén de produc-
tos de polaridad similar con disolventes poco polares
(Lo que favorece la separacién al destacar sus diferen

cias)., Una cdmara mis sofisticada para el revelado en



flujo,continuo es la desarrollada por Brenner y
Niederwieser (1961) — camara BN - habiéndose dise
fiado posteriormehte_otra camara similar por Hara
(1969). Mediante revelado en flujo continuo ha se-
parado Angoso (1972) el insecticida Lebaycid de

otrog productos de su sintesis,.

En el procedimiento de revelado.en dos dimeg
sioﬁés -~ revelando primero en una' direccidn y poste
riormente en otra a'90o - se'consigue separar cada
mancha obtenida en el primer revelado en otras posi
bles manchas, con lo que aumenta la reéolucién de
la capa, pudiendo efectuarée reacciohes=quimicas con
los productos entre cada revelado (stanl, 1960) o
cambiarse de adsorbente (Pumphrey, 1967). Una utili-
zacidn interesante del revelado en dos direcciones .
es la efectuada por Hais (1970), el cual efectia reac
ciones quimicas entre los dos revelados que se llevan
a cabo con el mismo disolvente; de esta forma, 1los
productos que no han reaccionado quedan en una diago
nal gobre la capa por tener el mismo Rf en los dos'

revelados.

Existen otros procedimientos de separacién 115
mados de dos o mis dimensiones en los que, después del
revelado en una o dos dimensiones sobre la misma capa
antes estudiados, los productos son transferidos a

otro procedimiento de separacibén: cromatografia de gas



(Mangold, 1961a) (Markovetz, 1968), cromatograffa en
columna (Eisenbeiss, 1971), especfrometria de masas
(Kaiser, 1969), etc.; o bien, a la inversa, después

- de cualquier procedimiento de separacién: cromatogra-
f{a de gas (Jandk, 1963 y 1971) (Kaiser, 1964), oro@g
tografia en columna (Dijk, 1969); microdestiléeién
(Stahl, 1968), etc., los productos son aplicados a lo
largo de una capa a la salida del cromatbgrafo - o del

aparato adecuado - siendo posteriormente revelada.

En la técnica de revelado miltiple se efec-
tlan diferentes revelados en la misma direccibén con
91 mismo o con diferentes disolventes, de esta forma,
en el primer caso, se aumenta la separacidn entre lés
manchas y, en el segundo caso, pueden separarsé'sobre
la misma capa productbs muy polares y poco polares

(Stahl, 1959 y 19659).

En el procedimiento estudiado primero por
Matthias (1954) en cromatografia en papel, y poste—
riormente por Stahl (1958) en C.C.F., la capa dispone
de un estrechamiento en la zona de aplicacién que fa-
'voreoe el que las manchas tengan la forma de lineas
curvas estrechas, con lo que se consigue aumentar la

4
resolucione.

En el revelado circular el producto a estudiar
se aplica en o cerca del centro de la capa (colocada

en posicidén horizontal) por el que penetra el disolven



te revelador, obteniéndose manchas en forma de anillqs
estrechos (Stahl, 1958 y 1958a). La velocidad de este
procedimiento de revelado ge aumenta si el sistema se

coloca en una centrifuga (Rosmus, 1964).

Otras t&cnicas y aparatos interesantes para el
revelado que podemos mencionar son: la cAmara de reve-
1ado'de Taquitani (1965) provista de un dispositivo pa- .

| ra la interrupcién del revelado cuando el disolvente ha
alcanzado la altura deseada; los procedimientos de reve
lado continuo para C.C.P, desarrollados por Turina (1964)
y Visser (1967); la camara de Schwartz (1967) para el |
revelado bajo'étmésfera de nitrdgeno de sustancias ines
tables; la camara de Sandroni (1970) para el revelado
simultdneo de una capa con disolventes diferentes} la
cémara automidtica de Schneck (1970) para el revelado en
una o dos dimensiones con diferentes disolventes y con-
trol del frente del disolvente en la capaj el revelado
sin disolventes 1iquidosvutilizand6 geles como disolven-—
tes, ideado-por Tocci4(1970); la cémara de nivel constan
.te de Rbdef (1970) para evitar la diferencia de nivel du

rante el revelado; etc.

5¢.3. Separacidén por electroforesis

La separacidn por electroforesis es adecuada pa-
ra aquellas sustancias que son solubles en soluciones

tampén y que presentan carga eléctrica. En la separacidn



por electroforesis se pulveriza ihicialmente la capa |
con una solucidn tampbén conveniente, se.colocan dos
paﬁeles de filtro a ambos lados, humedecidos igual-
mente caﬁ la misma solucidn y, despuds de situar el
producto a estudiar sobre la capa, se aplica un campo‘
eléctrico de unos centenares de voltios a través del

papel y de la capa.

Debido al campo eléctrico migran las diferen-
tes sustancias presentes a diferentes velocidades y
sentidos, obteniéndose su separacién. Finalizado el
proceso, y secada la capa, los diferentes productos

son visualizados de forma convencional.

La electroforesis en capa fina presenta la
ventaja sobre la de papel de que, debido a ser produc
tos adsorbentes e intervenir 1la adsorcién, pueden ob-
tenerse diferentes separaéiones variando el adsorben-‘
te. A causa del pequefio tamafio de las particulas de
los adsorbentes utilizados, las manchas obtenidaé son

mis pequefias y mis nitidas.

Aprovechando este sistema se han separado di-
versos tipos'de squancias. Honegger (1961) ha separa
do aminas y aminoidcidos, Stegemann (1964) productos de
degradacién de la hemoglobina, Keck (1964) nuclebsidos
y nucledtidos, Haluk (1970) Acidos fenblicos y Cooper
(1972) Acidos hidroxibenzdicos metabolizados en plan-}

tas,



6.-‘VISUALIZACION O DETECCION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA

Mediante la visualizacidn podemos ver y estudiar
los productos separados y, con patrones adecuados, iden

tificarlos y valorarlos,

Posiblemente sea la visualizacidn la parte de la
C.C.F. que mAs adelantos técnicos haya experimentado, ya
que, aparté de los procedimientos sencillosg de aplicar
la luz U.V., los vapores de yodo o la pulverizacién de
feactivos para la visualizacién de las hanchas, se han
' puesto a punto numerosos aparatos deteetores'por fluores
cencia, radiactividad, centelleo, etc., que facilitan la
cuantificacién e identificacién sobre la misma placa de
los productos separados. Por otra parte, el aspecto qui-
mico de la visualizacidén se ha visto incrementa&o por
centenares dé reactivos diferentes muy selectivos qué,
aplicados a cada problema, nbs dan informacidn sobre el
grupo quimico a que pertehecen los productos separados.
Estos productos se aplican pulverizando sus soluciones
sobre la capa en una cAmara adecuada provista de ventila-

I
cl0n,

6.1. Visualizacibn y &aloracién simple

Una vez visualizado eliproducto'sobre la capa

por alguno de los procedimientos sencillos antes in

dicados, podemos valorar la cantidad de producto por

comparacifén "a simple vista", con manchas de cantida

~
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deslcopocidas del mismo producto revelado en las mis-
mas condiciones. Esfe procedimiento puede ser intere-
sante en numerosos casos en 1los que solo se deseen re -
sultados semicuantitativos, cometiéndose un error del

orden del 20 % (Johnson, 1968).

Si para la valoracién medimos la supefficiefde
las manchas del producto revelado y de referehcia con
un planimetro,'calco sobre un papel y pesada de la zo-
na recortada de las manchas, pesada de una oopia‘foto-
grafica, etc., el error cometido serd menor; este error,
segin Oswald (1964), sera del orden del 3'5 % al 10 %
(en la medida con un planimetro) segin sea la superfi-
cie de la mancha. En este caso puede utilizarse la re-
1acién de Purdy y Truter; que indica que el logaritmo
decimal»de‘lé cantidad de producto es proporcional a la
rafz cuadrada del Area de la mancha, la ¢ual es vilida

para un ancho margen de concentraciones (Purdy, 1962).

Visualizacibn ¥ valoracidén por densitometria

En el procedimiento de valoracién por densito-

metria se mide directamente sobre la capa la intensidad

.de color de la mancha producida por una sustancia des—

‘pués del revelado y visualizado de la misma, Es preciso,

 por lo tanto, que esta mancha sea visible, bien por ser

coloreada, o por haberla coloreado o carbonizado por

reacciones quimicas posteriores.



El procedimiento de medida consiste en un ra
yo de 1uzAvisiblé que,después de ser reflejado en la.
mancha bajo un &ngulo determinado — métodos de reflec—
tancia, reflexién o remigién - o atravesar la mancha y
la placa - métodos de transmitancia, transmisibén o den
sitometria propiamente dicha segin algunos autores -
es detectado por un fotomultiplicador y cuantificado

en un registro.

El aparato mide la diferencia entre la luz ip—
cidente y la luz reflejada o transmitida‘(Ayers,’1956),
La relacién entre la.densidad 8ptica y la concentracién
de color sobre un sélido medio es examingda por Kubelka
(1948) modificando; paré el(oaso de altas concentracio-
nes de colorante, la ley de Beer. Graduando la abertura
del aparato y colocando filtros adecuados pueden mejo-
rarse las condiciones de trabajo.

Para determinar la relacibn entre la superficie
de la curva registrada y la cantidad de produéto revela-
do, es necesario registrar al mismo tiempo cantidades co
"nocidas del producto estudiadO'revelédas«en lgs mismas
condiciones, obteniéndose una curva de calibrado y de-
biendo tener en cuenta para la determinacidén del peso de
la sustancia la relacibén de Blunden (1967), que indica
que el logaritmo decimai del peso de la sustancia, es
proporcional a la raiz cuadrada de la lectura del inte~

grador del registro.



Es necésario efectuar ei procesc cromatogrifico
en‘las mejores condiciones posibles de homogeneidad, tg
niendo en cuenta la aplicacibn del producto, las fases
mévil y estacionaria, el espesor del adsorbente, la apli
cacidn de los reactivos quimiéos y la prgsenciavde impua

rezas en la sustancia examinada.

Si el aparato detector utilizado es adecuado

solo para cromatogramas de papel, es necesario fdtogra—

fiar o fotocopiar el cromatograma, siendo esta reproduc-
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cibn la que se registra en el detector; es diffcil ele~
gir el contraste de la pelfcula o papel fotografico pa-
ra que la zona de la curva tiempo-densidad de color sea

la adecuada.

Treiber (1971) ha preparado un equipo provisto.

de tres registros para la deteccidn simultinea de las

manchas por reflexidn y transmisidn,

Visualizacidn y valoraeidn por fluorimetria

El procedimiento es similar al anterior (solo
reflexién) utilizando luz U.V. en vez de luz visible,
Pﬁede efectuarse por medida de la fluorescencia o por me

dida de la absorcidén o extineibn (queﬁching) de la fluo-

rescencia.

El primer método es directo ya que se mide la

luz emitida por la sustancia fluorescente (provocada por
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~la luz incidente), lo que le independiza generalmente

del "fondo" de la capa (Klaus, 1964), pudiendo medir-
se productbs flworescentes de por si o que se han con-
vertido en fluorescentes mediante una reaccién adecua-

da antes o después del revelado.

El segundo método (asi como los métodos densi-
tométficos) es indirecto, puesto que se mide la absor-
cién de la 1luz por el producto separad; respecto a la
luz emitida por la capé, preparada con agentes fluofeg
centes (J&nchen, 1968a). Las precauciones a tomar gon

similares a los del apartado anterior,

Visualizacidn y valoracién por espectrofotometria di-

recta gobre la capa

Mediante este procedimiente de visualizacién y
vaioraci6n podemos obtener el espectro de absordién y
de fluorescencia (0 emisién) de las sustancias separadas
sobre la capa "in situ" pudiendo, de esta forma, iden~
tificar cualitativamente la sustancia estudiada, y tra
bajarido en el maximo de absorecibén o fluorescencia y

por comparaci6n, la cantidad de sustancia separada.,

Para la obtencién del espectro es necesario uti-
lizar un espectrofotdmetro acoplado a un soporte mévil

sobre el que descansa la placa, Una vez localizadas

_ = por transmisidén o reflexidn, con luz visible o U.V, ~

las diferentes sustancias separadas por el paso de la



capa debajo del rayo de luz, se sitla ésta en la posi-
cién adecuada en el espectrofotémetro obteniéndose fa-
cilmente el espectro de la sustancia estudiada (Jork,

1964).

- Este espectro no es idéntico al de la misma
sustancia medida en una cubeta (aunque s{ el nfmero y
posici6nvde los picos) debido a la influencia del adsor
bente, pero si obtenemos el espectro de cantidades cono
cidas de sustancias puras idénticas reveladas en las
mismas condiciones, podremos»fécilmente identificar por

comparacibén esa sustancia.

Mediante la lectura de la absorcidén o fluorescen
cia en el mAximo del espectro podremos conocer cuantita
tivamente la sustanc¢ia separada, siendo necesario cong-
truir previamente curvas de calibrado (generalmente no
lineales en reflexidn) con cantidades diferentes de sus
tancias reveladas en las mismas condiciones, El coéfi-
ciente de variacién (desviacién tipica) en estas con-

diciones, es del orden del 3 % (Jork, 1968).

Los resultados pueden ser solo semicuantitativos>
(errdr aproximado 10 %) debido a la falta de uniformi-
dad de las manchas (produceidn de "colas") siendo, en
estos casos, més adecuado su medida por traslado del
adsorbente con el producto a una cubeta adecuada que se
mide con el espectrofotémetro antes mencionado (Frodyma,

1964) .,



La sensibilidad del método, segﬁn Jork (1968a),
es del orden de 10 veces mayor a la obtenida a partir
del espectro de la misma sugtancié'éontenida en una cu
beta, siéndo, ademis, un método més rdpido y exacto y

evitdndose pérdida de ‘sustancia por transferencia de la

capa a la cubeta.

Los 1nétrumentoé utilizados para este tipo de vi
sualizacién sirven también, en la mayoria de los casos,
-para la visualizacidén por transmisién y reflexién en
luz visible y U.V., pudiendo ser utilizados para un am—
plio margen de productos. Del mismo modo que en los mé-
todos anteriores, si una sustancia no es detectable por
luz visible o U.V. puede hacerse reaccionar con algin

producto que favorezca su visualizacidn,

En "eSpectroé de reflectancia" se engloban los es
pectros ya estudiados obtenidos por medio de la luz visi
‘ble o U.V., por reflexién de la luz sobre la capaAcroma—
tografica (PFrei, 1971), siendo similares a los espectros
de absorcién y emisidn aunque modificados por el adsor-

bente que forma la capa.

Identificacién y valoracién mediante elucidn
" Bn los procedimientos estudiados hasta ahora para
la identificacibén y valoracién de las diversas sustancias

separadas por C.C.F., el pfoducto considerado permaneéia

en la placa evitandose el transvase del producto y la



pérdida de parte del mismo, siendo,al mismo tiempo, un

sistema rapido de valoracién.

Sin embargo, en ciertos casos, es necesario se-
parar el producto con el adsorbente del soporte de la ca-
pa,para poder utilizar diferentes técnicas de identifi-
cacidn y valoracidn que no pueden actualmente efectuar-
se en la placa, geparando, en otros casos, 1osvpfoductos
del adsorbente para poder ser estudiados en mejofes con-
diciones evitando las interferencias propias de los ad--

sorbentes (Randerath, 1963).

6.5.1. Condiciones para una elucidn satisfactoria
Para una buena elucién del pfoducto en condi
ciones cuantitativas y libre de impurezas es nece

sario considerar diversos aspectos.

6.5.1.1. Los adsorbeﬁtesvserén de grén pureza y de
tamafio homogéneo, Es conveniente el lava-
- do de las capas (Brown, 1964). En ciertos
casos puede ser adecuado el oambio de di-
gsolvente, después de la eluciébn y seéado
de la muestra, para eliminar las impurezas
del adsorbente y del aglutinante (Bobbitt,
1963a).

6.5¢1.2. Los disolventes deben ser de gran pureza,

efectuando con ellos ensayos en blanco pa



6.5.1.3.
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ra estudiar posibles interferenciasf de
ben ser lo mis volatiles posible para.
su ficil eliminacidn después del revela

do.

Las cémaraS'de revelado deben estar bien
saturadas para evitar que el disolvente
ascienda por la capa con el frente en

forma de linea curva (y con &1 todos les
productos revelados), faciliténdose asi,

que al raspar la capa en una zona deter-

minada de acuerdo con los patrones late--

rales, no se raspe todo el producto reve

lado sino parte de &1 (Braun, 1962).

Durante la aplicacidn y‘el revelado debe
evitarse todo cambio quimico de la sus-
tancia a estudiar producido por fotoli-
sis, oxidaciones, reacciones con el di-
solvente, étc., debiéndose tomar toda cla
se de préoauciones para la aplicacién de
volﬁhenes exactos de las soluciones »
(Fairbairn, 1968) sin cargas excesivas

de producto que facilitarfan la formacién

de "colas".

La recogida de las muestras se hard lo
mis cuantitativamente posible, efectuin-

dose, generalmente, por raspado del adsor



bente que contiene el producto estudia-
do. Utilizando el aparato preparado por

Stutz (1968), puede eluirse directamen-—

Y

te el producto sin separarlo de la placa.

6e5elebe
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El disolvente empleado para la elucién

debe tener una constante dieléctrica ade

- cuada para que, en una cromatografia efec

tuada con ese adsorbente, disolvente y
producto, el Rf sea cercano o igual a

uno (Bobbitt, 1963a).

" En el caso de tratarse de una croma
tografia en capa preparativé, las precau
ciones a tomar son similares, debiendo te
nerse en cuenta la diferente cantidad de
adsorbente, disolvente y producto.a mani

pular (Jimeno, 1972).

A pesar de todas estas precauciones
la obtencidn cuantitativa del producto si
gue siendo el principal problema de los
métodos de elﬁcién, siendo variable el

porcentaje obtenido y del orden del 95 %

(Ganshirt, 1960). Mediante curvas del ren

dimiento en.relacidén con la cantidad de
producto a separar, efectuadas con canti
dades conocidas del producto, podemos dis

minuir apreciablemente estos errores (4n

x



goso, 1973).

Para evitar la influencia de las im
purezas que puedan acompaiar al productd
estudiade utiliza Harris (1968), como
'‘blanco de comparacidn para el éstudio por
espectrofotometria U.V., la solucién re- .
sultante de réspar y eluir uha zong de
capa revelada en las mismas condiciones

pero sin producto.

6.5.2, Valoracién del producto elufdo

Una vez efectuada la elucidn del producto

en las mejores condicionés posibles, puede 1levai
se a cabo su estudio cualitativo y cuantitativeo
por cualquiera de las técnicas analiticas en uso,
siendo utilizadas preferentemente, y por necesi-
tar pequefias cantidades de producto, los métodos
espectrofotométricos con luz visible, U.,V. e I.R;;
el coeficiente de variacidn de los valores obteni-
dos por estos métodos de valoracidn es del orden
del 3 % (Purdy, 1964). Se ha utilizado, también, pa
ra la valoracidn, la espectrometria de masas.
(Kaiser, 1967), la resonancia magnética nuclear

" (Szekely, 1976), la polarografia (mediante un pola
régrafo de rayos catdédicos) (Huber, 1963), la iden

- tificacién por medio del punto de ebullicién del

producto estudiade (Martinek, 1971), etc.



6460 Visualizacién y valoracidn de productos radiactivos

El gran incremenfo experimehtado en el uso de ra
disbtopos en forma de radiofirmacos y de compuestos marxr
cados en la investigacidn y control cientifico, ha he-
cho que sean también numerésoS'los trabajos realizédbs
en los que interviene de una forma mis o menos directa

la C.C.F., como método analitico.

La visualizacién y valoracidn de los cromatogra-

mas puede efectuarse por diferentes procedimientos:

6.6.1. Autorradiografia

El procedimiento, en su forma simple, es
barato y sencillo pero adolece del inconveniente
de ser muy lento por ser necesario efectuar expo
siciones del orden de horas o dfas - dentro de
las cantidades de actividad que se utilizan nor

. malmente - para obtener una autorradiografia que
pueda valorarse directamente o por medio de dn_
densitémetro. Sin embargo, pueden detectarse can

- tidades muy pequefias de actividad lo que hace
que, a pesar de su lentitud, sea un método muy
Gtil para numerosas_experienciés. Para aumentar
la sensibilidad del método - sobre todo en el ca
so del tritio emisor beta muy débil - se adicio

nan al cromatograma productos centelleadores

fluorescentes como el antraceno; los fotones pro
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ducidos impresionan mis rdpidamente la pelicula,
siendo el método mis eficaz a bajas temperaturas
(fluorografia) (Ltithi, 1965)., Debido al menor ta
mafio de las manchas producidas en C.C.F, respec—
to a la cromatografia en papel, los $iempos de

.exposicién‘son del orden de 10 a 100 veces meno-=

res en esa técnica.

El procedimiento es imprescindible en el ca
so de cromatogramas complejos, tales como los ob-
tenidos por el revelado en dos dimensiones de mez

clas de numerosos productos.

La utilizacién de un densitémetfo para la
valoracién de una autorradiograffa, no es recomen
dable cuando se trata de‘determinar productos ra-=
diactivos con cantidades muy diferentes de éctivi

dad,

Separacién del producto activo del cromatograma

Puede efectuarse la separacidén completa de
la porcidn de capa conteniendo un producto visua-
lizado por otros procedimientos, o bien, mediante
un raspador, quitar pequeiias porciones de la'cgpa
a distancias predeterminadas que son medidas indg.
pendientemente para efectuar la visualizacidn .y

valoracibén del producto.



En el primer caso, se efectda directamente ié
valoracidn total del producto mediante cualquiera
de los procedimientos de medida de productos'radiag
tivos existentes, que sean adecuados para el tipo
de particulas o radiaciones que emitan y para la can
tidad de actividad existente, -siendo el més adecua-
do, como veremos mas adelante, la medida por cente-

1leo 1iquido con o sin elucién del adsorbente.

En el segundo caso, es necesario efectuar una
medida de actividad con cada una de las porciones
raspadas de la capa, que al no poder ser muéhas,
resta resolucién al procedimiento. El procedimiento
manual’ es muy tedioso existiendo, afortunadamente,
aparatos autométipos que efectlan el raspado por Fo~
nas (Snyde}, 1964 y 1965a) e incluso equipos en los
que el sistema es controlado por una calculadora |
electrénica (Fossien, 1971). Cada zona raspada es in
troducida en un vial provisfo de una solucidn adecua
‘da para la medida de la actividad por centelleo 1{—
quido, por ser éste el método generalmente utilizado
de medida debido a que la mayor parte de los produc-
tos cromatografiados son emisores beta débiles, carbg
no-14, Hidrdgeno-3 (trifio), azufre-35, etc. Este pro
‘cedimiento de medida es muy sensible y exacto y el me
jor para emisores beta débiles, siendo imprescindible
en muchos estudios bioldgicos en los que se manipulan

cantidades muy pequefias de actividad y segin Snyder



(1965 y 1966) y unido al procedimiento de raspédo

_ por’ zonas, mejor que la deteccibén por autorradio-—

6.643.

grafia o por exploracibn directa.

Otro de los diversos procedimientos de medi-
da de actividad que se ha utilizado en C.C.F., es
la combustién cuantitativa de la materia orginica

transforméndola en dibxido de carbono y agua; el

agua se retiene con un adsorbente, o si esté marca

‘da con tritio, se condensa y se mide por centelleo

1fquido; y el dibxido de carbono, si estd marcado
con carbono-14, se mide con un detector proporeio
nal de flujo o se adsorbe en etanolamina midiéndo-

se posteriormente (Kelly,w1961) (Davidson, 1968)

. (Haahti, 1970). Este procedimiento tiene el incon-

veniente de ser destructivo.

Visualizacidn y valoracidn directa

El procedimiento consiste en la medida de la
aétividad de cada zona del cromatograma sin levan-
tamiento de la capa, por medio de un sistema de de
teccibén adecuado, En la mayoria de los casos el cro

matograma pasa por debajo del detector a una velo-

cidad constante (exploracién), mientras que en f

otros, .es visualizado y valorado sin movimiento me-
diante miltiples detectores. Estos aparatos son 1la

mados radiocromatdgrafos.
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6.663e1+ Exploracidn

En el procedimiento de exploracién, el dg
tector utilizado suele ser un tubo G-M o uncon
tador proporcional con o sin flujo de gas, pro-—
visto o no de ventana, o un detector de cente-
1leo. ELl detector sin ventana es adecuado para
la medida de productos marcados con tritio, de
bido a ser el tritio un emisor beta muy débil

(0'018 MeV).

Las condiciones adecuadas para'una buena'
exploracidén son: proximidad del cromatograma a
la rendija del detector (para la medida correg
ta de cada zona), velocidad de exploracidn len
ta (para que el error de la medida sea minimo)
y una rendija estrecha (para obtener una buena
resolucibn de los diferentes productos) (Wood,

1968).

La mayoria de los radiocromatdgrafos comer
ciales dis?onen de dispositivos para poder va-
riar la distancia entre la placa y el detector,
lé velocidad de exploracidn, las dimensiones de
la rendija y las caracteristicas de la ventana.
Algunos de estos aparatos tienen la posibilidad
de explorar la placa mediante el movimiento de
su soporte en forma de "Z", que les hace vali-

dos para la deteccién de placas reveladas en dos



dimensiones., Otfa posibiiidad‘interesante es el
fegistro grafico de la actividad con dos sensi-
bilidades diferentes al mismo tiempo, que permi
te la medida simulténea de productos con activi

dades muy diferentes.

El_radiocrométégrafo ideado por Frank (1959)
para la exploracién de placas en dos_dimensi&-
nes, consta de 16 detectores G-M de flujo unidos
'a un registro grifico comin o a un sistema de

cdlculo electrénico,

Schulze (1962) y Berthold (1967), utilizan
un detector proporcional de flujo de gas sin
ventana‘para la exploracidn de placas en una o
dos dimensiones. El1 gas utilizado en estos de-
~ tectores suelen ser una mezcla del 90 % dev argbn
y el 10 % de metano,. Otro procedimiento de medi
da es la impregnacidn de 1la cépa con soluciones
centelleadoras, ﬁtilizando como detector.un fofg

multiplicador (Roucayrol, 1964).

Muizarelli (19665 utiliza para la deteccidn
de los diversos productos activos, un espectrd-
metro de rayos gamma de 128 canales pfovisﬁo de
un detector de centelleo} Una vez localizados
por expioraciSn los diversos productos que inte-

resen, puede efectuarse un espectro gamma de iden



tificacidn situando el detector sobre.esa zo-

na.

: El equipo disefiado por Hariharan (1968)
consta de 12 detectores G-M, acoplados a un
sistema electrbnico adecuado para transformar
los impulsos generados en los detectores,‘ en
alta tensién del voltaje necesario para que, .
transmitida a unas puntas situadas sobre un‘pg
pel electrosensiblé, se obtenga una grafica si

milar a una autorradiografia.

Prydz (1971) utiliza como detector un mul
tiplicador de electrones, por considerar que
es mejor para la medida del tritio que los tu-
bos G~M de flujo de gas. Todo el equipo explo-
rador estid situado en el interior de una céma-
ra de vacio (de 75 1 de capacidad), por lo que

no es adecuado para productos volatiles.

Una vez obtenido el registro grafico con-
sus diférentes picos (radiocromatograma), pro-
porcionado por cualquiera de los sistemas ' de
deteccidn estﬁdiados, puede efectuarse su cuan-
tificacibén mediante un planimetro, integrador,
pesada del papel, calculadora electrdnica

(Snyder, 1968), etc.

Un detalle importante a tener en cuenta,

es el de la absorcibén de la radiacidn por los
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adsorbentés utilizados en C.C.?., lo que hace que
los rendimientos de deteccién varien grandemente

de unos radisbtopos a otros, asi por ejemplo, ia
eficacia de las medidas efectuadas con un detec
tor provisto dé ventana, de carbono-14 y‘azufre-35
es del orden del 5 % y sin ventana_y de tritio, del"

orden ‘del 0'5 %‘(Bouckeb 1965) .

Visualizacién gin movimiento

En la visualizacidn de productos activos
sin movimiento de la placa, la deteccibén se efec-
tda medianfeimﬁltiples detectores G-M y prdporcio-
nales, con y sin flujo de gas, que cubren toda la

zona de medida.

Uno de los procedimientos de visualizacidn
es la camara de chispas de Pullan (1968) en sus
dos versiones, con electrodos de alambre lineales
paralelos, 0 en espiral con uno de los electrodos
concéntrico., Entre los dos electrodos, &nodo y cato
do, se crea un campo eléctrico mediante alta ten-

sién lo que hace que,al pasar una particula beta

. (proveniente de la placa situada debajo de los elec

trodos) a través del campo eléctrico, origine una
ionizacién visible en forma de chispé. Entre 1lo0s
dos electroﬁos hay un flujo de gas adecuado, Una
serie de eléotrodos en forma de barrilla cubren

toda la placa y las chispas son registradas median-



te una camara fotogrifica Polaroid. El procedimiento
es cbmodo y rdpido, del orden de minutos, pero no es

cuantitativo,

El equipo disefiado por Gilbert (1971) para
CeC.F., en una sola dimensién, dispone de 30 detecto-
res G-M separados uno del otro por una distancia de

1 cm; la resdluoién es pobre. E1l procedimiento es muy

répido.

Otro procedimiento de deteccidn, desarrollado
recientemente por "The Radiochemical Centre" (1975)
consiste en un detector miltiple formado por 100Aéo§
tadofes proporcionales de flujo de gas, que se sitﬁan
sobre la placa y acumulan los impulsos necesarios para 
que la estadistica del contaje sea buena. Una calcula.
dora electrdnica analiza los datos y después de indi-
car los impulsos acumulados por cada'détectOr, efec—
tha la cuantificacién de los productos revelados. Es
adecuado pafa placas estrechas reveladas én una sola

dimensién.

El procedimieﬁto mds espectacular, aunque tam-—
bién el més caro, es el desarrollado por la Baird-
Atomic, que consiste en la utilizacién simulténea de
1622 detectores G-M de flujo de gas con o sin venta-
na,'qhe ée sitllan sobre la placa enviando los impul-

sos a un tubo de rayos catbddicos que permite la vi-

sualizacidn de forma inmediata. Mediante una cémara



fotografica Polaroid pueden registrarse los re
sultados obtenidos. Elvprocedimiento es rapido
y sensible pero tiene poca resolucién y cuanti
"tativamente se obtienen resultados‘déficientes

(Snyder, 1970).

6.7. Otros procedimientos de visualizacién y valoracidn de

productos

Pafazaprovechar 1a‘gran sensibilidad del detector
de ionizacibn de liama, Padley (1969) revela los pro-
ductos - sobre una varilla de vidrio cubierta de gel de
s{lice; esta varilla despﬁés de revelada y seca se in-
troduce lentamente en un horno anular, pirolizédndose
los productos que son COnducidos‘por nitrégeno y detec |

-

tados por un detector de ionizacidén de llama.

En el procedimiento desarrollado por Tsujino (i969)
los productos, después de reveiados y secos, soh,concég
trados‘lateralmente por revelado a 90° (Milborrow, 1965)
y separados de la placa junto con el adsorbente; en un
aparato de microcombustién son pasados a anhidrido car-

bbénico y valorados.

Otro procedimiento de valoracidn es el utilizado
por Cremer (1969), el cual mide la conductividad eléc-
trica de los productos durante el revelado mediante

electrodos situados sobre la capa.



Radomsqui (1970) utiliza un detector de captura
electrénica para el anadlisis de insecticidas clora~
dos, efectudndose o no, una depuracidn previa (clean-

up) antes de la CeCe.F.

Haahti (1970) determina diferentes 1{pidos me-
diante un detector de conductividad térmica; para *
’ello, evapora los productos separados en una varilla
cubierta de gel de gi{lice mediante un horno que ca-
lienta por zonas; y oxida estoslproductos a anh{dri-
do carbénico y agua en un horno a 650°Cmediante bxi-
do de cobre; retiene el agua con pentbxido de fésfo-

ro y detecta el anhfdrido carbdnico,

Libby (1968) y Chapman (1972), utilizan la es-
pectrometria de emisidn de rayos(k para la valoracién
"in situ"™ de los productos cromatografiados y Huber
(1970) 1la fluorescencia de rayos X parayla determina-
cidn semicuantitativa, también "in situ", de ciertos
elementos como cloro, azufre, bromo, etc. |

Kynast (1971) ha efectuado un estudio de la apli-
cacibn del proceso electrdnico de datos a la C.C.F,

cuantitativa directa.



7. EFICACIA Y RESOLUCION DE UN PROCESO CROMATOGRAFICO
7.1. Eficacia

La eficacia de una capa cromatogrifica se mide

. por el nlmero de platos tedricos.
. X |

E1 concepto de plato tedrico se.ha iﬁtroducidb
en crématografia por la semejanza entre las colum-
nas de destilacidn fréccionada y las columnas y ca-
pas'cromaﬁogréficas, siendo el plato tedrico una uqib

A dad de la columna de destilacién en la que existe un’
equilibrio entre el vapor ascendente y el liquido de§

cendente.

En cromatografia en columna existen diversas fér
mulas para medir el nimero de platos tedricos (Stahl,

1965) que pueden aplicarse a la C.C.F.:

A= 162 ; n:%
R
siéndo
A = altura equivalente a un plato tebrico (cm).
Wy = longitud de la mancha del producto separa-
do (medida en la direccidn del movimiento
del disolvente) (cm). |
dp = distancia desde el punto de aplicaéién al -
centro de la,manché'(mayor'intensidad ‘de
color) (cm).
n = nﬁmeré de platos teériooé.

= distancia recorrida por el disolvente des—

de el punto de aplicacibn (cm).



Hay que observar que'é no es constanté durante
el recorfido del disolvente pof la capa, incremen-
téndose con la longitud del mismo (Stahl, 1965),
siendo independiente del Rf del producto sebarado

(Snyder, 1967, 1967a).

El nimero de platos tedricos de una capa depen
de, en mayor o menor grado, de la capa adsorbente,
del disolvente revelador y de la cahtidad ¥y caracte
risticas del producto aplicado, por lo que es un da-
to Unico para cada separacidn indicando, no obstante,
la eficacia mayor o menor de una capa cromatOgréfioa;
en realidad deberia”decirse eficacida de un proceso

cromatografico.

7.2. Resolucién (o selectividad) del proceso cromato-

La resolucién puede definirse como la dife
rencia relativa entre las afinidades de los di-
ferentes componentes de la muestra por la fase
estacionariaj indica si dos productos se conside

ran suficientemente separados.

-

Para calcular la resolucidén de un procese
puede utilizarse 1a férmula indicada por Snyder
(1967a):

2(dpy = dpy)




siendo

R = resolucién de dos manchas adya
centes.,
dR1 y dR2 = distancia desde el punto de apli

cacibén al centro de la mancha
del producto separado (mayor in
tensidad de ¢olor) (cm).

Wiq ¥ Wy = longitud de las manchas (medida
. en la direccidn del movimiento
del disolvente) (cm).

si R, es igual o mayor que 1 la resolucibén es acep-

table.

8. CONSERVACION DE CROMATOGRAMAS

Una vez revelado y visualizado el cromatograma y
efectuadas las oportunas medidas de Rf, tamafio de las
manchas y valoracién, por cualquiera de los procedimien
tos descritos, es interesante, en numerosas ocasiohes,
conservar el cromatograma o su reproduccidén para ulte-

riores estudios,

Para conservar el cramatdgrama y evitar el déterig
ro del adsorbente; puede recubrirse la capa con una ban
da de pléstico autoadhesivo, conservandose con su sopor

. te, o0 bien, puede desprenderse-la parte superior de la
capa por levantamiento de la banda de pléstico, con lb
que la conservacién es menos voluminosa (Knight, 1963).
También puede aplicarse una laca pulverizada que'aumente

' 1la cohesibn del adsorbente, separandose la mezcla de la-



ca 'y adsorbente de su soporte con la ayuda,de>agua; el
conjunto puede reforzarse por medio de una banda de cin

ta autoadhesiva (Lichtenberger, 1962).

Debido a que a lo largo del tiémpo el color de mu
chos productos desaparece o la mancha se ensancha con—
siderablemente, es mads prictico, si se desea conservar
las caracteristicas del cromatograma original, efectuar

una copia del mismo,

' El sistema mis simple consiste en‘colocar sobre
la capa un papel transparente o translicido y copiar la

forma y situacién de las manchas.

Un sistema fotogrifico sencillo de copia es el
que utiliza el papel empleado en las copias de planos
(o bien papel fotografico normal) situando la plada 80~ -
bre 81 e impresiondndole con una.luz adecuada (Eisenberg,
1962)., Un sistema prictico y rdpido es el uso de una mé

quina de oficina de hacer fotocopias (Hilton, 1962).

El procedimiento mis adecuado de copia es la foto-
grafia normal en blanco y negro o en color, pudiendo_
utilizarse un amplio margen de peliculas para oﬁtener
los tonos de color deseados. Las fotografias pueden
efectuarse con luz visible o U.V., existiendo equipos

comerciales adecuados. .



9. COMENTARIO FINAL

En los siguientes capitulos.dé la presente memo
ria, se describiran al gunas técnicas originales de-—
sarrolladés por nosotros,vque pueden apoftar algo al
esfuerzo general de los diversos cient{ficos que tra
bajan en este campo.vEn todos ellos se ha tratado de
mejorar los procedimientos actuales o de abrir algﬁn
nuevo frente para posteriores trabéjos. A pesar de
la copiosa bibliograf{a existente, el campo no esta

agotado,.



CAPITULO II

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ESPESOR Y ADSORBENTE HOMOGENEOS'

EN TRES DIRECCIONES SOBRE LA MISMA CAPA

1. INTRODUCCION

La mas importante limitacién de la cromatografia en
capa fina (C.C.F.), es el escaso nlmero de platos tedricos
disponibles respecto a otros procedimientos cromatogréfi;

cos, (Snyder, 1967, 1967a).

El procedimiento mis interesante utilizado para au-
mentar este ndmero de plafos tebricos es el revelado en
dos direcciones, llamado revelado bidimensional (Kirchner,
1951) (Stanl, 1960); consiste en revelar la capa con el
producto aplicado, secarla y efectuar un segundo revelado
en otra direccidn diferente girando la capa 900.»005 este
procedimiento, efectuado en capas cuadradas, generalmente
de 20 x 20 cm, se aumenta considerablemente el nimero de
platos teéficos y se consigue que, de cada mancha separada
en el primer revelado, puedan separarse varios productos
por utilizar en el nuevo revelado un disolvente diferente
al anterior; estos nuevos productos quedan sobre la capa

pudiendo ser visualizados y estudiados.

El paso siguiente - el revelado en tres direcciOnes
o dimensiones - no esté resuelto ya que, se considera mul-

tidimensional el utilizar diversas capas con el mismo pro-



ducto aplicado; que se revelan en dos dimensiones pero
con disolventes y visualizadores diferentes (Arx, 1963),
0 bien la utilizacibén de diferentes. adsorbentes mezcla-
dos de forma diferente a lo largo de la capa (Stahl,
1964a). También se considera multidimensional el cambio
en la técnica cromatografica utilizada, tal como el pa-
so de la cromatografia en fase gaseosa a la C.C,F.
(Mangold, 1961a) (Janak, 1964) o de la C.C.F. a la.eleg
troforesis (Wachter, 1970). |

1.1 Descripcibén del método

El método de revelado utilizado por nosotros

se realiza segin tres direcciones sobre la misma ca
pa,‘de espesor y adsorbente homogéneos, efectuando
tres revelados independientes con disolventes dife-
rentes; la capa sé gira 90o entre cada revelado. Eg
te método es adecuado, sobre todo, para la separa-
cién de un producto de mezclas complejas‘de las que
se dispone de poca cantidad o del gue se efectian es
tudios cuantitativos, siendo interesante poder efec-
tuar las diversas separaciones sobre la misma capa
para evitar la transferencia y pérdida del producto,
pudiendo estudiarse, ademis, los restantes productos.

separados.

Las capas empleadas deben ser preferentemente

prefabricadas, con soporte de vidrio, pléstico o alu



minio; mediante zonas auxiliares trazadas sobre la
misma capa pueden aplicarse patrones del producto
a purificar que sirven de control para identificar

lo después de cada revelado.

El método incluye las etapas que.se indican a

continuacidn:

Etapa 1.- Para efectuar la purificacibn de un
producto mediante el revelado en tres dimensiones,
se traza con un lapiz sobre la capa el dibujo de la
Fig. 1, aplicéandose 1a mezcla a estudiar en el pun-—
to é y la solucién de control en b; se revela en la
direccidn de la flecha con una solucidn bastante po-
lar en relacibén con el producto estudiado - para se
parar con ello las impurezas muy polares y aprove-
char mejor la capa en los revelados posteriores -
hasta que el frente quede entre lés dos lineas de
F-1; se seca con aire. Al mismo tiempo; con este re
velédo, se lava el resto de la capa para los revela

dos posteriores.

Etapa 2.- Se visualiza el producto de cdntrol
tapando el resto de la capa y, de acuerdo con su Rf,
ge marcan dos trazos ¢ y d (Fig. 2)‘més 0 menos jun—
tos segin la facilidad de visualizacidn no destructi-
va, en la parté de adsorbente ocupada por el produc-

to a separar y se raspa la zona de adsorbente rayada
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en la figura (visualizindola antes, si es necesario,
para separar algin producto que interese). Se revela
con el disolﬁente anterior en la direcciébn -de la flé
cha (revelado intermedio) hasta que el frente (Fi) a;h‘
cance una altura adecuada para qué el producto a pu-
vrificar quede a unos 2 cm sobre ié 1inéa g:£;vse Se=
ca la capa y se corta 1é placa por la linea e=f ras-
pandose la zona de adsorbente ocupada por el primef
frente F-1; se aplica la solucién de control en gy
ge revela con otro disolvente en la direccidn de la
flecha hasta F-2, Se seca la capa, se visualiza el
producto de control, se cdrta la placa por h-i y se

raspa la zona de absorbente comprendida en F-2.

Etapa 3.- Se aplica el producto de control en
J (Fig. 3) y se revela con un nuevo disolvente en la
direccibn de la flecha y se seca; por visualizacién,

de la zona Jj puede localizarse el producto buscado

en la zona de revelado de la mezcla,

Para la separacibn del producto puede ser in-
teresante el empleo de un disolvente poco polar en
el primer revelado; la disposicidn de la capa para

este revelado serd igual a la de la Fig. 1.

La Fig. 2, para el revelado intermedio, serd
algo diferente, efectudndose el corte c—d cerca del
punto de aplicacidn; este revelado se efectuard con

un disolvente mids polar que el anterior para facili-
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tar la salida del producto de la zona cbrtada por
c-d, debiendo conocerse el valor del Rf del pro-

ducto en ese nuevo disolvente. El disolvente pue-‘
de ser el mismo que el del revelado segundo si es

" adecuado. No es necesario cortar la placa por h-i.

La disposicidén de la capa para el tercer re
velado serd similar a la de la Fige 3, con la di-
ferencia de qﬁé este revelado se efectuari en 1la
misma direccién del primero, situidndose el punto
de aplicacién del producto de control j cerca del

punto b.

2. PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

2+.1. Determinacidn de la eficacia

Para conécer la eficacia del sistema croma-—
tografico con revelado en tres dimensiones, se
‘efectlla el revelado de 5 pg del colorante amari-
1lo dimetilo, de la forma indicada en el aparta-
do 1.1, sobre una capa analitica prefabricada de
gel. de silice de 20 x 20 cm (Merck, ref. 5715),
utilizando como disolvente para los revelados pti
mefo e intermedio meténol, para el segundo revela
do acetona, y para el tercer revelado una mezcla
de acetona-etanol (3:1) v/v. Se han utilizado es-

tos disolventes por ser'adecuadOS'para la separa-—



cibén de colorantes (c.f. 2.2), aplicindose 5 pg por
ser la misma cantidad utilizada en esa geparacibn y
ser facilmente visualizable a lo largo de los dife-

rentes revelados.

A partir de las férmulas indicadas en el apar
tado 7.1 (c.f. cap. I) se obtienen unos valores de
A y de n para el revelado en tres dimeﬁsiones de
0'0047 cm y de 9000 platos teéricos respectivamente.,
Los valores de A Yy de n para el primer revelado aoh
de 0'0130 cm y dé 1200 platos tebricos respectivamen

te, 1o que coincide con la bibliografia (Snyder,

1967a).

La gran diferencia entre los dos valores es de
bida, no solo a que el recorrido sobre la capa es ma
yor sino, ademds, a que los cambios de sentido de
los disolventes durante los diferentes revelados pro
'ducen acortamiento de las ménchas, con el consiguien.
te aumento en el nimero total de platos tedricos, ha
ciendo que, en el revelado en tresbdirécciones, la
longitud de la mancha correspondiente ai amarillo di
metilo sea igual que después del primer revelado
(1'4 cm), De todas formas, los valores de n en uno y
otro caso no son comparables de forma rigurosa, por.
haber cambiado el disolvente revelador y no sér el
mismo proceso.cromatografico. Primer revelado:

dR =9'3 cmy L = 15'5 cm; revelado en tres dimensio-



ness dp = 25'9 cmy, L = 42'5 cm.

Para estudiar la relacién entre el nimero de
platos tedricos y la cantidad de producto aplicédo,
se aplican diversas cantidades del colorante amari-
110 dimetilo sobre una capa de gel de silice de
20 x 20 cm y se revelan con metanol. El1 Rf obtenido
para las diferentes aplicaciones es de 0'60 a pesar

~de’ la gran diferencia de masa.existente entre ellas,

Las cantidades aplicadas y los vélorés obteni-
dos de A y de n se especifican en la Tabla II.I.

TABLA II.I

RELACION ENTRE LA CANTIDAD APLICADA, Ay n

Cantidad aplicada - A n
ng cm nimero de platos
02 010030 5400
0'4 010045 3650
0'6 -~ 0'0056 2950
0'8 - 010069 2400
1'0 0'0074 2230
2'0 0'0090 1830
3'0 0'0105 1570
4'0 010122 1350
5'0 0'0140 1180
8'0 0'0160 1030
10'0 0'0180 920

2.2, Separacidn de colorantes

Como ejemplo del sistema de revelado en tres di

mensiones, se estudia la separacién del colorante ro-



jo congo de los colorantes siguientes: néranja de
bencilo, verde diazina, verde brillante, rodamina B,
amarillo dimetilo, azul de bromotimol, amarillo bri-
llante, rojo cresol y amarillo alizarina (B.D.H.),
todos ellos — igual que la solucién de control - a

la concentracién de 1 mg/ml en soluciéﬁ de una mez- o

cla etanol-agua (50:50) v/v.

Para estudiar las condiciones mis adecuadas de
separacibn del rojo'congo de los otros nueve colorag’
tes, se aplican los diez colorantes por separado en
capas de gel de sflice de 20 x 20 cm y en diversos
disolventes seleccionindose entre ellos: para el re-~
velado primero e intermedio, metanol (Merck), para
el segﬁndo, acetona (C, Erba), y para el tercero,una

mezecla de acetona-etanol (C. Lrba) (3:1) v/v.

Para estudiar, al mismo tiempo, la influencia -
de los disolventes utilizados en revelados anterio-
res sobre el Rf de los colorantes en revelados sucesi -
Vos - por no ser posible activar las capas entre cada
revelado por piroligarse los productos - se revela,
ademis, primero una placg con metanol, se seca con
éire, se aplican los colorantes y se revela con aceto-
na. Se revela, asimismo, otra placa con metanol, se se
ca con aire, se revela con acetona, se seca con aire,
se aplican los colorantes y se revela con la mezcla

acetona-etanol (3:1) v/v,



Los diferentes valores del Rf de los colorantes

con estos disolventes se especifican en la Tabla II.II.

Para efectuar el révglado en tres dimensiones
se aplican 5 pl de una soluciéﬁ en agua-~etanol (50:50)
v/v de los diez colorantes, con una cdncentracién de
cada uno de 1 mg/ml, en el punto a de la capa de gel

de sflice pfeparada segin se indica en la PFig. 1.

En el primer revelado se separan del rojo congo:
los siguientes colorantes: verde diazina, verde bri-
llante, rodamina B, amarillo dimetilo y parte del ama
rilloc alizarina, siendo los valores del Rf de las li-
‘neas ¢ y 4 0'70 y 0'93 respectivamente y el Rf del ro-
jo congo de control igual a 0'82, En el segundo reveig
do se separan el azul de bromotimol y la parte restan-—
'té del amarillo alizarina, siendo el Rf del rojo con-
go de control igual a 0'00, En el tercér revelado se
separan: naranja de bencilo, amarillo brillante y rojo
cresol, quedando el rojo congo (de color rojo palido)
perfectamente separado de los otros colorantes, siendo
su Rf de 0'23, Las camaras de vidrio utilizadas, provis-
fas de papel saturaﬁor, tienen unas dimensiones interio
res de 22 x 6 x 22 cm, Los valores del Rf obtenidos
con los diversos colorantes son similares a los de la

Tabla II.II.



TABLA II,II

VALORES DEL Rf DE LOS COLORANTES CON DIVERSOS DISOLVENTES

’ Disolventes
Colorantes I II IIT  I+IT I+II+IIT
Rojo congo 0'82 0'00 0'12 0'00 0122
Naranja de bencilo 0'74 0'04 0'42 0'06 0'46
Verde diazina - 0'01 0'01  0'01 0'01  0'01
Verde brillante 0'06 0'01 0'01  0'01 0'01
Rodamina B 0148 0'20 0'17 0'21  0'19
Amarillo dimetilo 0'64 0'66  0'60 0'67  0'61
Azul de bromotimol  0'76 0'34  0'67 0'39  0'74
Amarillo brillante 0'82 0'01  0'47 0'04 0'56
Rojo cresol 0'74 0'04 0'49 0'13 0'55
Amarillo alizarina 0'72 0'14 0'47 0'19 0'48

Disolventes: I.— Metanol, II.-— Acetona, III.- Acetona-
etanol (3:1) v/v.

Para identificar sobre\ia capa los diversos colo-
rantes separaéos, puede hacerse uso de la exposicidn de la
misma a los vapores de hidrdxido ambnico y de &eido clorhi
drico con los cuales varfa el color de algunos de ellos,
En la Tabla II.iiI‘se éspecifican los diversos colores ad-

quiridos por esta exposicidn.



TABLA TI.IIT

VARTIACION DEL COLOR = POR EXPOSICION A DIVERSOS VAPORES

Vapores
Hidréxido Acido clor
.Colorante Color normal ambénico - hidrico
Rojo congo rojizo " rojizo azul
Néranja de bencilo amarillo amarillo rojo
Verde diazina azul azul -azul
Verde brillante verde-azui " s;n color amarillo
Rodamina B rojo rojo rojo-pardo
Amarillo dimetilo amarille amarillo rojo
Azul bromotimol amarillento azul azul-pardo
Amarillo brillante amarilio rojizo violeta
Rojo cresol amarillento violeta rojo
Amarillo alizarina amarillento amariilénto amarillento

2.3. Determinacién de la resolucién de la separacidén

Utilizando la férmula del apartado 7.2 del capitu-
1o I, puede calcularse la resolucidn obtenida en la sepa
racibén del colorante rojo congo (Rf = 0'22) del c oloran—

te mds inmediato, naranja de bencilo (Rf .= 0'46).

La resglucién obtenida ha sido de 2'0 por lo que
la separacibn es satisfactoria. Colorante rojo congos
dR1 = 3'1 cn, Wd1 = 1'5 cmj colorante naranja de bencilo:
d

po = 6'4 cm, Wgo =1'T cm.



2.4.

Se ha considerado‘solamente‘el tercer revelado
ya que, en este caso, es independiente de los otros
revelados por haber partido los dos colorantes de lé

misma linea,

Separacidén de aminodcidos
. 1
Fomo un nuevo ejemplo del sistema de revelado
en tres dimensiones se efectla la separacidn del &ci-

do glutamico de otros 18 aminodcidos.

De la misma forha que en la experiencia ante—
rior, se efectia primerb el reveiado independiente de
cada aminodcido en diversos disolventes (Stahl,.1969)
para elegir los mis adecuados. Posteriormente se efec
tﬁa el revelado de las capas con el primer disolvente
sin aplicar 1los produbtos, se seca con aire, se apli-
can los productos y se revela con el ségundo disolven-
te. De la misma forma, se revela otra capa con el pri-
mer disolvente, se seca con aire, se revela con el se.
gundo, se seca, se aplican los productos y se revela
con el tercer disolvente; de esta forma puede conocer-
se 1la influencia gue ejercen sobre el revelado los di-
solventes‘anteriormente utilizados, ya que no es posi :
ble secar bien la capa entre cada 'revelado por produ
cirse l1la pirélisis de los productos; detodas.formas,
esta influencia es menor, en este caso, por utilizar-

'

se agua como disolvente,



Los aminoicidos utilizados (Merck, ref. 8004 y
8003; Mann Research Lab., ref. 7039, 2957, 1051 y 831;
Difeco, ref. 0188) se preparan con una concentracién de
1 mg/ml cada uno en solucidn agua~-n-propanol (90:10)
v/v, excepto la tiroxina y la cistina que se preparan
en solucibn 0'1 N de 4cido clorhfdrico. Se aplica 1 41
de cada solupién sobre las capas de gel dé silice y se
eépera 15 minﬁtos antes de revelar la capa para favo-

recer la eliminacibn del &cido clorhfdrico.

Los disolventes utilizados han sido: revelados
priﬁero e intermedio, etanol 96 % - agua (70:30) v/v
(I); revelado segundo, n-butanol-icido acético-agua.
(80:20:20) v/v/v (II); revelado tercero, etanol 96%—
amoniaco 34 % (70:30) v/v (III), Los valores del Rf en

contrados se especifican en la Tabla II-1V.

Posteriormente se efectia el revelado en tres di
mensiones sobre una capa de gel de silice preparada de
acuerdo con la Fig. 1, de 1 ug de cada uno de los amino-

4cidos.

En el primer revelado se separan: alanina, argi-
nina, cistina,.glicina, histidina, hidroxiprolina, pro-
lina, lisina, parte de 1a serina y parte de la treonina.
En el segundo revelado se sebéran: fenilalanina, isoleu
cina, leucina y triptéfano. En el tercer revelado se se A
paran completamente el Acido glutémico de los restantes

aminodcidos: Acido aspartico, metionina, parte de la



serina, tiroxina, parte de la treonina y valina, de-
terminandose, en cada caso, la pqsicién del 4cido

glutdmico por su Rf en las zonas de control, El cor
te de4la capa déspués del primer revelado se realiza
en los puntos g:é con valores del Rf de 0'50 y 0'80,
Los valores del Rf del 4cido glutdmico son similares

a los de la Tabla II.IV.

La visualizacibn de los productos se efectlan
con solucién pulverizable de ninhidrina (Merck, ref.

6758)



TABLA II.IV

VALORES DEL Rf DE LOS AMINOACIDQS CON DIVERSOS DISOLVENTES

’ Disolventes
AminoAcidos I IT  III I+II  I+II+III
Acido glutémico 0'65 0'27 0'16 0'30 - 0'18
Acido aspértico 0'54 0'18 0'05 0'21 0'06
Alanina. 0145 0'23 0'42  0'23 0'40
Arginina 0'03 0'12 0'11  0'11  0'12
Cistina ~0'40 0'10 0'24 0'13  0'26
Fenilalanina 0'63 0'42 0'61 0'45 0'60
Glicina 0'42 0'22 0'35 0'21 0'34
Histidina | 0'30 0'06 0'42 0'06  0'40
Hidrbxiprolina 0'42 0;15 ‘0’31 0'15 0'33
Isoleucina | 0'61 0'45 0'56 0'46 0'57
Leucina 0'60 0'43 0'58 0'45 0'60
Lisina . 0'02 0'02 0'10 0'02 0'09
Metionina 0'60 0'35 0'60 0'35 0161
Prolina 0'34 0'15 0'32 0'16  0'32
Serina | 0'50 0'26 0'31 0'25 0'33
Tiroxina | © 0'64 0'40 0'50 0'40 0'51
Treonina 0'50 0'21 .0'40 0'23 0145
Triptéfano 0'64 0'48 0'60 0'50 0'61

Valina 0'53 0'32 0'58 0'32 0'57

Para la composicién de los disolventes, véase texto.




3. DISCUSION | | o ‘

La principal ventaja de la C.C.F. en tres dimensio-
nes, respecto a la de dos diménsiones; es el aumento éog
seguido en el‘nﬁmero de platos tebricos. En la parte ex-
perimental se observan las separaciones obtenidas en el
dltimo revelado, en el que se consigue aislar el coloran
te‘naranja de bencilo del resto de los COlbrantes y'el aﬁi\

noacido Acido ‘glutdmico de los restantes aminoicidos.

Frente a las técnicas multidimensionales en las que
se emplean técnicas diferentes, presenta la ventaja de
efectuarse los diferentes reVelados sobre la misma capa
,siﬁ transferencia de producto, 1o cual puede ser impor=-
tante cuando se estudian los productos cuantitativamente.
Sin embargo, la utilizacidén de técnicas multidimensiona-
les en las que se empleen dos procedimientos cromatogra-~
ficos, tiene la ventaja de aprovechar las cualidades mas

acentuadas de cada técnioa para el caso estudiado.

Cuando se efectﬁan‘diferentes revelados sobre la
misma capa, los valores del Rf se vén afectados, respec-—
to a ensayos efectuados aisladamente, por el vapor de
los disolventes empleados en revelados anteriores; esto
no es un inconveniente ya que, mediante las zonas de_cog
trol, puede conocerse el nuevo Rf en las mismas condicio
nes de revelado; ademés, en los procedimientos de revela
do en los que se empleah presaturaciones con diferentes

vapores de disolventes antes del revelado, se consiguen



interesantes separaciones «Geiss, 1968a) (de Zeeuw,

1968).

Si los productos son estables térmicamente, puede
efectuarse la activacibén de la capa entre cada revela—~
do, no siendo, en general, aconSejable, por anularse
una de las principales ventajas‘de la C.C.F., que es el
‘revelado a temperatura ambiente. Al desactivarse las ca
pas por los vapores del disolvente'anterior'déscenderé
el nimero de platos tedricos, pero ya se ha visto por
los resultados experimentales que no es un grave incon

veniente.



1e

CAPITULO III

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE. GRAN LONGITUD EN FORMA DE *2"

INTRODUCCION

La técnica de separacidn de sustancias por cromato-
grafia en capa fina (C.C.F.,) de dimensiones normales, per

mite separar un ndmero limitado de susStancias debido a su

_escaso nimero de platos tedricos, Cuando se desea separar

4 . . . [ 4 !
un mayor numero de productos es necesario recurrir a tec-

nicas especiales,

La técnica de C.CeF. con revelado en flujo continuo
(con pérdida del disolvente por el extremo de la capa)

permite separar sustancias de Rf bajo mediante el revela

do en un tiempo superior al normal (aumentando teéricameg

te el nimero de platos) siendo su recorrido real aproximg
damente igual al de la técnica normal de C.C.F. Ahora bien,
si en la mezcla de sustancias a separar hay componentes

de polaridad baja, estos se revelarin hasta el frente de
1a'capa; en el cago de cromatografia ascendente, quedarén
mezclados con las impurezas del disolvente y de la capa

y unidos entre si, y si la cromatograffa realizada es des—

‘cendente, se eluirdn completamente perdiéndose en el exte

rior de la capa.

Para evitar estos inconvenientes se han utilizado

capas de gran longitud (Freeman, 1966); pero tienen el



inconveniente de no poderse utilizar en los equipos con

vencionales y ser engorroso su manejo.

Mediante una disposicién adecuada del adsorbente
en la placa, dentro dé los tamafios comerciales de capas
yvcémaras, puede alargarse considerablemente 1allongitud
real de la zona de revelado, El sistema empleado por no-
sotras consiste en el raspado de p;rte del adsorbénfe de -
la placa para que la zona de revelado forme una "Z", con
siguiendo alargar su recorfido hasta 1 6§ 2 m, dentro de
una placa de 20 x 20 cm y dependiendo de la anchura de

la zona de revelado. En la Fig. 4 se observa la forma

adoptada, '

Durante el revelado de las capas en forma de "Z",
la zona raspada'de la placa debe limpiarse cuidadosa-~’
mente para evitar que el disolvente paée de unas zonas
del adsorbente a las otras a través de los restos del
mismo, Si el,dibujo. y el raspado del adsorbente se
efectlan mediante una plantilla puede prepararse una ca

~pa en pocos minutos.

E1l aumento de la longitud de la capa = y con ello
el nlmero de platos tedricos = permitirad la separacibn

de un mayor nimero de sustancias que la C.C.F. normal.
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FIG. 4.— DISPOSICION DEL ADSORBENTE EN LA PLACA.



2., PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

2.1. Zona curva de la capa

N La parte mis importante del sistema estudiado
es la zona curva de la capa, por influir en el reve
lado la diferencia de camino entre ambos iados de

la curva y su estrechamiento, 8i lo hubiera,

Se estudian primero diferentes tipos de cur-
vas en prolongacidén de capas de 15 mm de anchura
(que se considera adecuada) y de la forma indicada
en la Fig. 5. Se trata de ver la influencia que 80
bre ia longitud de las manchas después del revelado
(Eﬁ) (medida en 1avdireccién del movimiento del di-
solvente) ¥y la distancia recorrida por ellas, medi-
da desde el punto dé aplicacibn hasta el ceﬁtro de
la mancha (o0 lugar de mayor coloracidn) (QR), tie-
nen las diferentés formas dé curva, Se pretende Qoni

‘, ello que la diferencia de camino recorrido por el di
solvente entre la parte exterior e interior de la
curva sea minimo, para evitar el alargamiento de las
manchas. Para ello, se revelan en acetona durante
5 hofaé 50 pg del colorante amarillo dimetilo, apli
cados sobre cada una de las capas .con la forma indi-
cada en la Fig., 4, pero con la zona curva tél comb

se indica en las diversas variantes dé la Fig. 5.

Los diferentes valores obtenidos de ﬂd"gR y

.A (altura equivalente a un plato tedrico, se especi



-

B
=

>

Z
|

FIG. 5.—D|FEREI:\JTES TIPOS DE CURVAS ESTUDIADAS.



fican en la Tabla III.I.

TABLA III.I

ESTUDIO DE L,OS DIFERENTES TIPOS DE CURVAS

Tipos de curvas

a b c a e f
Wy (cm) 1110 7'0  2'5 213 216 - 218
dp (cm) 26'5 25'4 2316 21919 2213  221Q

A (cm) 0'026 0'017 0'007 0'007 0'007 0'008

Aunque los tipos ¢ a f producen perturbacio-
nes muy parecidas, se adopta el tipo ¢ por ser mis réd
- pido durante el revelado y més adecuado para disolven-—

tes mAs viscosos que la acetona,

2.2, Estrechamiento de la capa

Se estudia, asimismo, larinfluencia que SO=-
bre el Bf, la distancia recorrida por el centro de las
manchas, j su longitud, eiercen los diferentes estrecha
mientos preparados en las capas; para ello se practican
en capas de 15 x 200 mm; ¥y en cada una de éllas, estre-
chamientos de 28 mm de longitud y de anchura variable
(Fig. 6), aplicando 100 pg del colorante y revelando
con acetona durante el mismo tiempo las cuatro placas
(30 min.). Los resuitados se especifican en la Ta-

bla IIT.II.



]

A\

28

FIG. 6. — DIFERENTES ESTRECHAMIENTOS ESTUDIADOS.



TABLA III.IT
INFLUENCIA DEL ESTRECHAMIENTO

Estrechamiento (cm)

41'5 110 0'5 0'25
Wy (cm) 15 113 12 19
Rf 0'54 057 0'60 0'62
a (cm) 714 T T 7'4

A (cm) 0'013  0'011  0'010  0'009

Se observa, como dato mis interesante, que la
longitud de la mancha varia considerablemente en senti

do decreciente cuando la zona de adsorbente es mis es-

- trecha (Matthias, 1954), mientras que el R, lo hace en
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sentido creciente, y que la distancia recorrida por el

producto es casi la misma en todos los casos,

En cinco capas normales sin estrechamiento,
pero de diferentes anchuras, se efectia el mismo reve-.
lado anterior., Las anchuras de las capas varian desde
2 a15 mm y los valores del*R£ obtenidos'desde 0'53 a
0'55, coincidiendo con Griesemer (1968), en la pequefia

diferencia existente entre los valores del Ry obteni-

dos revelando con diferentes anchuras de placas.

Separacibn de colorantes

Como ejemplo de aplicacidn de este sistema,

se ha efectuado el estudio de la separacidn cromato—



grafica de los siguientes colorantes: amarillo dime
tilo (a en la Fig. 7), rodamina B(b), rojo de meti-
lo (¢) y 2',7'-diclorofluoresceina (d). El1 disolven
te revelador utilizado ha sido acetona en‘atmlsfera
‘saturada en todos 1los casos, las cémaras utilizadas_
tienen 55 mm de didmetro interior y 210 mm de altu-
ra y las capas empleadas son prefabricadas para C.C.F.
de gel de silice de 200 x 200 x 0,25 mm (Merck, Ref.“
5715) «

En la Fig., 7 se representa la diferente se-
paracién de los colorantes en los tres procedimien-

tos cromatogrificos estudiados.

a) Cromatografia normal ascendente, I: Tiem’
po de revelado 30 minutos, Sé observa la separacidn
del amarillo dimetilo y la no separacidn de los

otros tres colorantes.

b) Crbmatografia ascendente en flujo conti-
nuo, ITI: Sé ha utilizado el procedimiento descrito
pdr Bobbitt (1963), que consiste en dejar en el exte-
rior de la camara la parte superior de la capa, que
pasa a través de la tapa por una rendija. Tiempo de’
revelado 4 horas 30 minutos,., La separaciSn de los
kcuatro colorantes es buena pero el amarillo dimetilo
queda en el frente unido a las impurezas del diéol—

vente y de la capa.
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FIG.7.— COMPARACION CON OTROS METODOS CROMATO-
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¢) Cromatografia de gran longitud en forma
de "2", III: Se utiliza solamente un ancho total de
la placa de 50 mm y un ancho efectivo del adsorben-
te de 14 mm; la longitud real de la zona de revelado
es de 560 mm, Para evitar el eontacto ael adsorben—l
te con el papel saturador se raspa una zona de 1vmm
a cada lado de la placa. Tiempo de revelado 5‘hofas
30 minutos,., La separacién de los cuatro colorantes,
es buena con las ventajas anteriormente-descritas de .

recuperar el amarillo dimetilo libre de impurezas.

Para asegurarse de que el frente del disol-
vente llega al final de la capa (o al lugar deseado),
puede apliéarse en ese lugar una pequefla cantidadﬂdé
un colorante poco polar, en este caso amarillo dime-
tilo, para que por su revelado podamos asegurar el
final de la experiencia, ya que, al final de la capa
se hace dificil la visualizacidn del disolvente reve-

lador,

Para la identificacidn de sustancias en el
) y
procedimiento cromatogrifico empleado, puede utili-
<zarse, en algunos casos, una cromatografia normal pa-—
ra estudiar la posicibén relativa de algunos de‘los pro
ductos y, en otros casos, sera necesario realizar una
cromatografia en "Z% indepeﬁdiente para ver el R, de

la sustancia de referencia, Utilizando el primer sis-

tema, se ha diferenciado el amarillo dimetilo del ro-



Jo de metilo; los otros dos colorantes son fluores

centes y se han identificado por luz U.V.

Los valores del Ry obtenidos en la cfomatg
grafia en "2", son inferiores a los de una cromato
grafia normal (Tabla III,III), debido al exceso de
exposicibn del adsorbente seco a 10s vapores del di-
solvente, siendo equivalénte a una saturadién previa

con los vapores del disolvente (Geiss, 1968a).

PABLA ITI.ITI

VARIACION DEL Rf

Rf
Colorante C.C.F. normal C.C.F, en "2"
a 0' 65 0'52
b 0123 0112
¢ 0110 0107
a 01 06 005

2.4, Eficacia del sistema cromatografico

Para estudiar la eficacia del nuevo sistema
.cromatpgréfioo y poderla comparar con la obtenida en
CeCo.Fe. normal, se utilizan las férmulas del apartado
7.1 (c.f. cap. I) aplicéndolas a los datos obtenidos
en la separaciénvdel colorante amarillo himetilo in-

dicada en el apartado anterior (Fig. 7).
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C.C,F, normal ¢ altura equivalente a un pla
to tedrico: 0'0046 cmj nime
ro de platos tedricos: 2900,
siendo: Wy = 0'8 em, dp =
8'T cmy L = 13'3 cm.

CeCeFo 'en forma de "Z": altura equivalente a un pla-

to tedricos 0'0076 cmj nime—

ro de platos tedricos: 7200,

]

siendos: W, = 1'Q cm, dp =
29'3 cmy, L = 54'4 cm,

Se‘observa'el considerable aumento expefimen—
tado en el nimero de platos tedricos; en el apartado
Te1 (c.fe cap. I) se indicaba que el cAlculo del nime-
ro de‘platos‘teéricos de una capa, dependia de una se-
rie de factores que hacf{an poco comparables unoé reve-
lados con otros de diferentes capas, disolventes, etc.;
en cuanto a ese cdlculo; en el caso actual, s{ es com-

parable ya que se han conservado todos los pardmetros

excepto la forma y la longitud de la capa.

Resolucibn del sistema cromatografico

Para estudiar las diferencias entre la resolu-
cibén obtenida en la C,.C.F. normalAy en forma de "z"
~ ¥y para los colorantes rojo de metilo y 2',7'-diclo-
rofluoresceina separados segin se describe en el apar-

tado 2,3 (Fige 7) ~ se utiliza la férmula indicada en



el apartado 7.2 (c.f. cape. I).

La resolucidn obtenida en C.C.F. riormal ha
sido de 0'6 considerandose, por lo tanto,
inadecuada, siendo dR1 = 1'3 cm, dR2 = 0'7 cm,

Wd1 = 0'9 cm, Wgo =1'1 cm.

La resolucidén obtenida en C.C.F. en forma
de "2" ha sido de 1'1 por lo que se conside=-
ra satisfactoria, siendo dpq = 3'6 cm,

v

2.6, Separacidén de aminoicidos

Como un nuevo ejemplo de la separadién de
productos por C.C.F, en forma de "2", se efectla la
separacibn de los siguientes aminodcidos: lisina, ar
ginina, prolina, Acido aspArtico, alanina, valina,

metionina, isoleucina y triptéfano.

La separacidn se estudia aplicando $obre ca-
pas prefabricadas de gel de silice (Merck, ref. 5715)
1 pl de cada uno de los aminoicidos, preparédos en so
luciébn agua-n-fropanol (90:10) v/v con una concentra-
cidén de 1 mg/ml (aminodcidoss Merck, ref, 8004 y 8003;

Mann Research Lab., ref. 7039; Difco, ref. 0188).

E1 disolvente revelador utilizado ha sido una
" mezcla de: n~butanol-icido acético-agua (80:20:20)

v/v (Stahl, 1969).



Para visualizar los diferentes aminoicidos
' : 3
se utiliza una solucidn pulverizable de ninhidrina

_(Merck,‘ref. 6758).

Se efectlian diferentes revelados para estu-—
diar 1a separacién, identificando los diferentes pro
ductos mediante revelad s independientes efectuados

en las mismas condiciones,

a) C.Ce.F, normal: Se separan diversos grupos de ami-
noacidos quedando unidos entre si: lisina y argi-
nina; prolina, 4cido aspartico y alanina; isoleu—

cina y triptéféno.

b) C.C.F. con flujo continuo ascendente:t En este caso,
y debido al bajo Ry de los aminoicidos, se revela
durante un tiempo adecuado para que el aminoicido
de mayor Rf (triptdfano) se aproxime al frente. Se
separan, respecto al revelado anterior, la alanina

del Acido aspartico.

¢c) C.C.F. con flujo continuo ascendente: Se fevela uﬁ
tiempo superior al anterior para separar los pro-
ductos de Ry bajo. Se oonsigue‘con ello separar la
lisina de la arginina y la prolina‘del éqido aspar-
tico, pero quedan unidos en el frente entre si, y
con las impurezas de la capa y el disolvente, la

isoleucina y el triptdfano.

d) C.C.,F. en forma de "2": Se sebaran entre si los di-



ferentes aminodcidos, Los valores del Rf y iaé dis-
tancias de retencidn (dp, cm) obtenidos en los dife -
rentes revelados se especifican eﬁ la Tablé III.IV;
la distaﬁcia recorrida por el frente del disolvente
en los revelados a, by 2 es de 10 .cm,

TABLA III.IV

.VALORES DEL Rf O DE LA DISTANCIA DE RETENCION OBTENIDOS -

CON DIFERENTES AMINOACIDOS

Revelado

a; Re b; dg ¢; dg 4; Rp
Lisina 0'03 0'6 0'9 0'02
Arginina O'QS 11 1'6 0'04
Prolina 0'15 310 412 0'12
A. aspirtico 0'17 3'S 5'1 0'15
Alanina 0120 42 602 0120
Valina 0'30 6'0 815 - 0'25
Metionina 0'37 - T4 914 0'34
Isoleucina 0'43 817 10'0 0'39
Triptéfano 0'45 912 10'0 043




3. DISCUSION

La princiﬁal ventaja de 1la C,C.F. en forma de
“Z" es el aumento conseguido en la eficacia y en lare
solucibén cromatogrédfica. Aungque la longitud de la capa
sigue siendo la misma en su aspecto exterior; eé varias
veces superior en cuanto a su longitud real, por 10 que

aumenta considerablemente el niimero de platos tedricos.

La zona curva de la "Z" no presenta grandes di-
ficultades en cuanto al aumento de la 1ongitﬁd (Wd) de
las manchas (produciendo incluso su disminuoién), incre
mentindose este valor a 1o largo dé la "2" debido a 1la
difusibn del producto aplicado en ei adsorbente (al au-
mentar él recorrido y el tiempo de permanencia en con-—
tacto); se consiguen, no obstante, separdciones mejores
que en capas de 20 cm de longitud, como se ha observado

en las separaciones estudiadas en la parte experimental,

Si la capa fuera mis estrecha se limitarfa, ain
mis, la difusibn lateral, por lo que la superficie de la
mancha disminuiria, aumentando por,lo tanto la posibili-

dad de una mas facil visualigzacién.
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CAPITULO IV

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION EN CAPA FINA CON FASE MO-

VIL GASEOSA

INTRODUCCION

La separacifén de productos voldtiles con puntos
de ebullicién del orden de 100°C por cromatografia en
capa fina (C.C.F.), tropieza con la dificultad de due,
debido a tener que evaporar la fase liquida utilizada,
estos productos voldtiles son también evaporados impié
diéndose su visualizacién. Por otra parte, la difusidn
de los productos entre las fases sblida y 1iquida es

lenta, lo que impide su rapido revelado.

Si hacemos pasar un gas - 0 una_mezcla de un gas
y vapor de disolvente — por una cAmara formada por la
capa adsorbente y una cubierta provista de una cavidad
longitudinal de poca profundidad, obtendremos un»sistg
ma cromatografico gas—sblido en capa fina; aplicando la
mezcla de productos a separar eh un éxtremo, podremos
reVelar los diferentes productos (que permaneceradn so-
bre la caba para ser visualizados posteriormente) fe-
solviéndose, debesta'fonna, las dificultades anteé men-
cionadas por la ausencia de fase 1iqﬁida y la mas répi¥
da difusién de los productos entre las fases sblida y

gaseosa.



El revelado de productos’por cromatdgrafia en
fase gaseosa en columna — utilizando como fase gaseo
'sa uha mezcla de un gas pdrtador y un vapor de disol-
vente (que ac¢tla en general como desplazante para evi
taf la formacién de "colas™) - ha gido estudiado por
diferentes autores: Claessbn (1946), en la separaciodn
de hidrocarburos y otros productos utilizando‘acetato'
de etilo como desplazante, James (1953); en la separa
cibn de diversas mezclas de disolventes organicos con
nitrégeno como gas portador y bromobencéno como des—
plazante, Ackman (1963), en el revelado con Acido £ér-
mico como deéplazante para la separacidn de dcidos
grasos y Knight (1958), Davis (1964) y Phifer (1966),
enlel revelado con la mezcla de un gas portador y va
por de'agua para la separacién de diversos productos;
en ciertos casos se utiliza el<vaﬁor del disolvente

como gas portador (Tsuda, 1970).

La.influencia de los vapores de los disolven-
tes orgénicos gobre las propiedades de adsorcidn dé la
capa en C.C.F., ha sido estudiada por Brenner (1962),
Geiss.(1965 y 1965a) y Zeeuw (1968a) los cuales, anfes
de revelar los productos con los disolventes 1{quidos
habituales, saturan la capa con los vapores de los'mig
mos o de diferenteé disolventes para modificar sus pro
piedades, obteniendo revelados interesantes que justi-

.can el método.



Los gases y mezclas'de gases y vapores de di-
solventes orgdmicos utilizados para el revelado - ni
trégeno, acetileno, cloruro de etilo, N,-benceno,
No-nitrobenceno, N,-metanol, N,-etanol, N,-agua,
N,-acetona, y N2-nitrometano ~ se han elegido de for;
ma que sus constantes dieléctricas (The Chemical
Rubber, 1963) (Weissberger, 1955), sus puntos de ebu-
1licién y sus propiedades quimicaé sean 1o mas diver
saé posibles, para'experimentar el revelado de‘produc—

tos con una amplia gama de estos valores.

Los adsorbentes utilizados en las capas - gel
de silice,'alﬁmiﬁa y celulosa - y los productos revela
dos en el estudio inicial - nitrobenCenoky m-cresol -
se han elegido en él mismo sentido de diversidad de

»

K4 0
caracteristicas,

La camara cromatogradfica utilizada, puede calen
tarse con agua termostatada para,mantener'una temperatg
ra determinada durante el revelade (o programada) .o por
si se desea una mayor velocidad de revelado..De todas
lformas, no es necesario que la temperatura sea tan ele
vada como la utilizada en cromatografia en fase-gaseosa
~en columna, por no realizarse el revelado total de los
productos con galida al exterior de la capa, lo que hace .
que el proceso cromatografico pueda ser més‘iento. De
esta fprma se evita la pirolisis de los productos sepa—

rados.



2.

Revelando nitrobenceno en capas de gel de sili-
ce, se egtudian las distancias de retencidn (dR) obte- .A
nidas con diferentes flujos de gas, tiempos, gases y
vapores, temperaturas, dimensiones de la cémara y di-
versas condiciones de trabajo del saturaddr de disolven
tes. Se revelan diversas mezclas de productos tales co-
mo: tolueno, benzaldehido, nitrobenceno, énilina,
n-propilbenceno y bromobenceno, a'temperatura ambiente
y a 5000, y se estudia la obtencidén de manchas de la
menor longitud posiblé, variando las condiciones delre-

velado.

PARTE EXPERIMENTAL

2.1+ Aparatos y productos utilizados

El montaje utilizado para el paso del gas por
la capa fina es el indicado en la Fig. 8. El gas,
desecado inicialmente con gél de silic§ en a, pasa
por el saturador relleno de anillos Raschig b (si
se desea mezclar con los vapores de un disolvente),
a continuacidn pasa por la cémara cromatogréfica c
‘que contiene la capa fina y finalmente es medido

con un caudalimetro d.
El desecador, de 24 mm de didmetro y 180 mm
de longitud Gtil, contiene gel de silice provisto de

indicador (Merck Ref. 1925). El saturador, de 30 mm
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de diametro y 450 mm de altura Gtil, esté relle-
no totalmente de anillos Raschig de vidrio de
5 x 5 mm y puede tener incluido un bafio con agua

termostatada.

La camara cromatografica utilizada.es una

< prensa de la forma indicada en la Fige. 9 (viéta
lateral); estd formada por dos placas de aluminio
a (240 x 70 x 10 mm) entre las cuales ée colocan;
la placa cromatogrédfica b (200 x 20 mm) y una jun
ta de tefldén o cartulina ¢ (240 x 40 x 0,2 mm) pro
vista de un hueéo en el centro (180 x 6 mm) para
el paso dei gass la junta se coloca sobre la capa
adsorbente. La placa dispone de un alojamiento pa-
ra su colocacibén. E1 conjunfo se sujeta con unos

"tornillos adecuados.

Adosadas a las placas de aluminio que forman
la prensa y con una junta de goma entre ellas de
10 mm de espesor d, estdn situadas otras dos pla—b
cas de aluminio g;bentre‘las placas a y e circula
agua termostatada que en%ra por f. E1 agua circula
mediante una bomba peristaltica y proviene de un ba
fio de agua provisto de termostato. Las placas g
(de P.V.C.) evitan la pérdida de calor. El gas se
introduce por h en uno de los extremos de la capa y
sale por el otro, siempreréntre el hueco existente

en la junta de teflén. A la salida de la cémara se
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mide el caudal de gas mediante un caudalimetro de

burbuja de 10 ml,

La mezcla de productbs se aplica sobre la ca
pa con una pipeta adecuada .a través del tapbn supe-
rior i (pudiendo utilizarse un tapén provisto de dia
fragma de goma para, aplicar la mezcla con una jerin—
ga 'y eyitér su pérdida por evaporacidn) y mediante el
paso del gas portador es érréstrada, en competencia
con la capa adsofbente, a lo largo de ésta gquedando

los diferentes productos revelados sobre la capa.

Para evitar la difusién lateral de los produc
tos durante el revelado en dimensiones superiores a
1oé 6 mm del hueco existente en la junta.superior (y
la posible galida del gas a través de la capa porosa),
Se aplica una plantilla adecuada sobre la capa, para
que cubra la zona correspondiente al hueco indicado,
y se pulveriza con laca del tipo utilizado para la con
servacidn de cromatogramas en C.C.F. (Cémag Ref, 38101);

posteriormente se activa a 115°C durante 60 min.

A pesar de las precauciones tomadas puede que
exista algo de difusidn lateral; al mismo tiempo; la
aplicacién de 1acé produce en las zonas de la piaca en
que no ha sido aplicada, un ligero oscurecimiento de

la fluorescencia producida con luz U.V. Las placas

utilizadas para la obtencidn de cada una de las curvas



de las gréficas, provienen todas de una misma placa

(200 x 200 mm) cortada en tiras de 20 mm,

‘Lds gases y disolventes utilizados han sido:
nitrégeno (industrial), acetileno (industrial ), cloru.
ro de etilo (B.D.H.), nitrobenceno (Riedel, de Haén
A.G.), etanol,‘metaﬁol, benceno y acetona (Merck) ni-
trometano (Prolabo) y agua destilada. ios disolventes
organicos han sidp desecados con tamiz molecular de ‘

4 % (B.D.H.).

3. RESULTADOS

3.1. Distancias de retencidn obtenidas con diferentes ga—

ses, vapores, capas y productos

Para conocer el funcionamiento del procedi-
miento estudiado y los resultados que se obtendrian en -
diferentes condiciones, se estudian diveésos gases,
mezclas de gases y vapores, capas adsorbentes, y pro-
ductos aplicados, procurando utilizar disolventes que
téngan igual puntq‘de ebullicién y diferente constante
dieléctrica o vicevérsa, para poder estéblecer relacio-

nes entre ellos,

Los resultados obtenidos se reflejan en la
Tabla IV.I. La constante dieléctrica indicada en la
tabla es la del gas o la del vapor del disolvente utili-

zado (no de la mezcla); las capas de gel de silice o de -
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alimina utilizadas (200 x 20 x 0,25 mm) son éapas ana .
1{ticas para cromatografia en capa fina con soportede
vidrio (Merck, Ref. 5715 y 5713 respectivamente); los
productos aplicados han sido nitrobenceno o -m—cresol

(1 p1 de su solucidn en éter de petrbleo, concentra-
cién 10 mg/ml) utilizados por tener un pﬁnto de ebullil
cidn similar (210,9 y 202,8°C respectivamente) y una
constante dieléctrica diferente (34,82 y 11,8 réspecti
vamente) (The Chemical Rubber, 1963) y por ser fécil-

| mente visualizables por adsorcidn de luz U.V. de 254 nm.
Excepto la cdmara cromatogrifica (50°C) todo el conjun—b
 to se ha mantenido a la temperatura ambiente. En el ca
so de utilizar vapores de disolvente mezclados con-el
gas portador;-la altura del disolvente en el saturador
ha sido de 300 mm., La distancia de retencién medida so-
bre la capa o cromatograma (dR), indica la distancia
existente entre el punto de aplicacidn del proddcto y

el centro de la mancha producida después del revelado.

J En experiencias realizadas con capas de celulo-
sa (Merck, Ref. 5718) el producto aplicado no se adsor-
be debidamente sobre la capa, produciéndose (como era de

esperar) manchas alargadas que la ocupan por completo,.

Efectuando C.C.F. normal sobre gel de sflice y
revelando con benceno se observa, que la relacidn entre
los valores del Rf del nitrobenceno y del m-cresol

(4/1) es del mismo orden que las relaciones obtenidas



3.2,

entre las distancias de retencién en el sistema estu

diado.

Variacidn de la distancia de retencidn en funcidn de

- la temperatura del saturador

Para estudiar la variac¢idn de la distancia de re
tencidn en Ffuncibn de la temperatura del saturador, se -
introduce éste en un bafio de agua a diferentes tempe-

raturas obteniéndose 1la graifica de la Fig. 10.
Las condiciones experimentales han sido:

RN o !
Capa adsorbente: gel de sflice; gas portador: ni-

" trégeno; disolvente en el saturador: metanol (300 mm de

altura)j producto aplicado: 10 pg de nitrobenceno (1 pl
de su solucibn en éter de petrdleo; concentracibn

10 mg/ml); temperatura de la cémara: 50°C; caudal del

‘gas: 5 cm3/hin; tiempo de revelado: 15 minutos.

En las restantes experiencias de este trabajo,
excepto en los apartados 3.11.4 y 3.11.5, se utilizara
como temperatura del saturador la ambiente (22-25°¢)

por su ligera influencia sobre la distancia de reten-

- ¢ibén en este intervalo de temperatura. Puede ser inte

resante la utilizacidn de un bafio termostatado para

_conseguir distancias de retencidn mis elevadas, sobre

todo con disolventes menos volAdtiles, debiendo calentar
se (o aislarse) también la conduccién desde el satura-

dor hasta la camara para evitar condensaciones, Si la
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temperatura del saturador es igual que la de la oamara

~ puede utilizarse el mismo termostato de ésta para ca-

303.

lentar el bafio del saturador.

Reproductibilidad del método

Para calcular la desviacidn tipica de las medi-
das de distancia de retencidn obtenidas, se efeotlan
8 cromatogramas en las mismas condiciones experimentales
midiéndose la distancia recorrida por el producto aplica

do y calculdndose la desviacibén tf{pica por la férmula

6 = Z (x=%)?
n (n -1)
siendo: = desviacibén tipica
x = valor de cada medida
X = media aritmética de las 8 medidas
n = nimero de medidas

Las medidas de distancia de retencidn obtenidas -
han sido: 26, 30, 30, 33, 27, 29, 28, 29, obteniéndose

un valor medio de

dp = 29 + 2,6 % (pa}a 16).

Las condiciones experimentales han sido idénti.
cas a las del apartado 3.2. utilizando, como siempré,

capas adsorbentes cortadas de la misma placa.



3.4. Variaci6n de la distancia de retencidn en funcidén de

la altura del disolvente en el saturador

Mediante cromatogramas efectuados en idénticas
condiciones éxperimentales, variando tnicamente la al-
tura del disolvente en el saturador, puede conocerse su
influencia sobre la distancia de retenéién; los resulta-

dos se expresan en la grafica de la Fig. 11.

Si se utiliza‘el valor méximo estudiado de 300 mm
de altura del disolvente, queda en el saturador un‘espa—
cio de 150 mm relleno de anillos Raschig.sin,disolvénte‘
que éirve'para captar las gotitas que se produzcan duran

te el borboteo. ' -

Las.condiciones experimentales han sido: capa de
adsorbente: gel de silice; gas portador: nitrdgeno; di-
solvente: metanol; producto aplicado: 30 pg de nitroben-
ceno; temperatura de la cAmaras 50°C; caudal de gas:

5 em3/min; tiempo de revelado: 30 min,

3.5 Variaciédn de la distancia de retencidn en funcibn de la

temperatura de la clmara cromatografica

En la grafica de la Fig. 12 se expresa la distan
cia de retencibén obtenida después del revelédo en funcién
de la tempefatura de la clmara cromatografica. La tempe-
ratura de trabajo no debe ser muy elevada ya que, por
una parte, se eliminarfa una de 1as principales ventajas

de la C.C+Fs que es el revelado a baaas temperaturas
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J.6.

(1o que evita la pirolisis de los productos revelados)
¥, por otra parte, el montaje utilizado, en el que in-
tervienen accesorios de pléstico4, no permite elevadas

temperaturas (temperatura mixima de trabajo, 70°¢C).

Las condiciones experiﬁentales son idénticas a
las del apartado anterior‘3.4., utilizande como altura
del disolvente en el saturador la de 300 mm., La gr&fi-
ca obtenida responde al hecho de que el aumentd de la
temperaturé produce la disminucién de la adsorcibn. El
aumento de- la témperatura de la cédmara influye pbco en

el alargamiento de la longitud de las manchas.

Variacibn de la distancia de retencién en funcién del

- tiempo de revelado

3.7

Utilizando las condiciones experimentales del
apartado 3.4., variando el tiempo de revelado, puede’
conocerse la variacién de la distancia de retencibn en
funcién dei tiemp6 en las condiciones estudiadas. La
altura del disolvente en el saturador ha sido de
300 mm. Los resultados se expresan en la grafica de la

Figs 13.

Variacién de la distancia de retencidn y de la longi-

‘tud de las manchas en funcién del caudal del gas por-

tador

Mediante cromatogramas efectuados en las mig—
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3.8,

mas condiciones, variando dnicamente el caudal de gas

-portador, puede conocerse la influencia de la varia-

cién de este caudal sobre la distancia de retencidn y
sobre la longitud de las manchas obtenidas. Los resul-
tados se expresan en la grafica de la Fig. 14. Se ob~
serva, que si se desea obtener cromatogramas selecti-
vos, es necesafio utilizar caudales de gas bajos,idel
orden de 5 om3/hin como méxiho en las oondiciones es—
tudiadas ; con estos caudales de gas la velocidad del
mismo en la cémara es del orden de la utilizada en la

cromatografia en fase gaseosa (C.G.) (Gasecb, 1970).

Las condiciones experimentales gson iguales a
las del apartado 3.2, aplicéndose 30 pg de nitroben-

ceno,

Influencia de la cantidad aplicada sobre la distancia

de retencidn ‘

Se estudia la influencia de la cantidad de
producto aplicado en la capa sobre la distancia de re

tencibn, obteniéndose unos valores de 41, 39, 40 y

‘39 mm, para 10, 30, 60 y 100 ng de nitrobenceno apli-

cados; si calculamos el valor medio y su desviacidn

tipica se obtiene:
dp = 40 + 0,25 (para 16)

por lo que se considera que, debido probablemente a



T e v 7

'HOQVL¥0d SY9 13@ Tvanvd 130 NOIONN4 N3 (¥P) NOION3L3IY 30 VIONVLSIA— t1 94

(‘'utw /owd) sob ap |ppnD)

o¢ Gl Ol g O
— | L 1 _ 1 r S O
¥x
09:=,0-0 ¢ = g-9 AR -
NN | A
QS =0-9 22 = V-V .
(ww) soyoupw sp| ap Buoq 9 -
X % ,
o - (ww)
g\ . L
5 s
—QO0l
o o




3.90

N

la escasa concentracidén de producto por unidad de su-
perficie, la influencia de la cantidad aplicada en

esos Srdenes de magnitud es practicamente desprecia—

_ble.

Las condiciones experimentales utilizadas son

las del apartado 3.2.

Influencia de las dimensiones de la cémara sobre la

distancia de retencidn y el tamafio de'lavaanchas

Se estudia la influencia de la variacién de

una de las dimensiones de la cémara, la distancia en-

tre la capa adsorbente y la placa de aluminio que la

cubre (AC), sobre la distancia de retencién y el tama
fio de las manchas manteniendo las otras dimensiones
iguales,

Se éstudia bajo dos formas: manteniendo cons-—
tante la velocidad del gas (7 cm/s,similar a la utili

zada en CoG.) 0 el caudal del mismo (5 cm3/min) y va-

riando Ac.

En el primer caso se observa (Fig. 15) el au-

‘mento lineal de la distancia de retencifn con el aumen

to de A, (lo" que favoreceria la rapidez del revelado)
pero‘e;—cambio, aumenta considerablemente la longitud
de ias manchas obtenidas, debido al aumento del reco-
rrido libre de las moléculas de los productos a sepa-
rar. Esto hace aconsejable la utilizacibn de pequefias

dimensiones de Ac’ aunque no excesivamente pequeiias



g-pg-NVFT/

| ‘(¥p) NOIONIL3IY 30 VIONVLSIO ¥ 3IH90S
Ov) v8VWYD v 30 VNIV v 30 SINOISNIWIA SYT 3d  VIONINTANI — 'Sl 914

(ww) Oy
Lo 9'0 G‘0 50 ¢0 2'0 0 0
0 -
—0G
i
(Ww)
- mU
— OO0l
("Ulw/;WOG) 24uDISUOD SDB |3p |OPND)
:
(‘Bas/ wo /) ajupysuod spb |ap POPIICIAA © .




para no glargar demasiado el tiempo de revelado nece-
sario para obtener la misma distancia de retencidn,
considerdndose adecuado un valor de A, de 0,1 a

0,2 mm,

En el segundo caso se mantiene_constanfe el
caudal del gas, obgervindose, que al Variar A, aumen-
ta cOnsiderablemente la distancia de retencig; para
un valor de 0,08 mm debido,lprObablemente, a fugas del
gas a 1o largo de la placa por exceso de presién; lo
que hace que al principio de la placa sea el caudal
mds alto que al final (que es donde mide el caudalime
tro) obteniéndose en la zona de revelado del prdducto
un caudal superior al medido., Para dimensiones de 4,
mayores, las diferencias entre las distancias de re-
tencibn son menores, por compensarse, en parte, el
aumento de A, con la disminucién de la velocidad. Es-
to hace aconsejable la utilizacién de cdmaras con A,
no excesivamente pequeﬁoi considerandose una dimeh-

sién adecuada la de 0,2 mm. La longitud de las man- |

chas se mantiene constante con ligeras diferencias.

De los dos casos estudia&os se deduce como va
lor ms adecuado dé A, el de 0,2 mm, que es el que se
ha utilizado a lo largo de todo el trabajo, adopténdo
se desde un pfincipio por ser del mismo orden que los
huecos existentes entre las particulas de los adsor-

bentes utilizados en C.G, sdlido (Gascd, 1970).



3.10.

3.11.

Las condiciones'experimentéles utilizadas han

sido las del apartado 3.2.

Variacidn de la distancia de retencidn -en funcidn del

tiempo de presaturacidn de la capa con el gas portador

Se estudian las diferentes distancias de reten
cién conseguidas, variando el tiempo de presaturacién de
la capa adsorbente con el gas portador (o mezcla de
gas-vapor de disolvente) antes de la aplicacidn del pro

ducto,.

En las restantes experiencias efectuadas este
tiempo de presaturacidn era de cinco minutos estabilie
zédndose, al mismo tiempo, la temperatura de la placé;
en este caso se estudian diferentes tiempos: 5, 10, 20°

¥ 40 minutos, observéndose un ligero aumento de la dis-

‘tancia de retencibn: 51, 52, 55 y 55 mm respectivamente;

la longitud de las manchas no varia apreciablemente,
Las condiciones experimentales son idénticas a las del
apartado 3.2, empleando como disolvente en el saturador

etanol en vez de metanol,

Obtencidn de manchas de pequefio tamafio

Una vez estudiadas todas las variables que in-
tervienen en el proceso cromatografico es interesante el

estudiar las condlclones més adecuadas para la produc01on



de manchas de pequefia longitud (mayor eficacia), ha-
ciendo intervenir a dos variables, de forﬁa que la disg
tancia de retenciéh obtenida sea igﬁal en cada medida,
para fijar en lo posible las condiciones experimenta-
les y evitar el que 1a~difusién del productb sobre la
capa sea aiferente por ser diferente la distancia de re
tencién. Las condiciones experimentales de este aparta-
do 3.11, son iguales a los del apartado 3.2, variando

en cada caso log factores oportunos.

Se efectlian las experiencias siguientes:

3e11e1e Difusién del producto aplicado sobre la capa
sin el paso de gas portadof: En los difefentes
tiempos: 0, 7,5, 15, 30 y 60 minutos, la aplicg,k
cién de 1 pl de la solucidn preparada de nitro-
benceno, oéupa sobre la capa: 4, 164, 28, 35 ¥y
42 mm2 de superficie respectivamente, por lo que ‘
intefesa efectuar 165 reveladoé en el menor tiem

po posible.

3.11.2. Variacibén del caudal de‘gas portador y del tiem
po de}revelado: Los datos adecuados utilizadosl'
como variables se obtienen de las gréficas' co-
rrespondientes., Utilizando caudales de gas de:
10, 5, 2,5, 1,25 cm3/min y tiempos de: 7,5, 16,
34 y 73 min, se obtiene una distancia de retenf

cibén media de 38 mm. Se observa que la longitud



3.11.3.

de la mancha es menor péra caudales de gas pe-
quefios y tiempos grandes (a pesar de que el

tiempo influye de forma adversa), considerando
sé en este caso como caudal mis interesante, el

de 2,5 cm3/min.

Se efectla la misma experiencia con'caudg
les de gas de 5 y 2,5 cm3/min'y tiempos de Te—
velado de 15 y 30 min, utilizando como disol;
vente en el saturador etanol, Sé‘obtiene, en
el segundo caso, una distancia de retencién de

47 mm y una reduccibn del 10 % en la longitud de

las manchas. En estas condiciones (2,5 cm3/min y
30 min) es en las que se han obtenido manchas de

menor longitud, siendo esta de 22 mm,

Revelando con benceno los 10 pg de nitroben
ceno en C.C.F, normal sobre gel de sflice (reco-
rriendo la mancha sobre la capa la misma distan-—
cia) se obtiene una longitud de la mancha de
9 mm, Sevobserva gue en el sistema cromatografi-
co estudiado, y en estas condiciones, las man-
chas sdn netamente mAs largas, siendo del orden

de 2,5 veces mayores,

Variacidén de la temperatura de la cémara cromato
grafica y del tiempo de revelado: Las temperatu-

ras utilizadas han sido: 22, 29, 49 y 62°c y los



3e11.4.

tiempos correspondientess 73, 34, 16 y 11 min
(se ufilizan los tiempos anteriores); se obtie
ne una distancia de retencidn media de 40 mm,v
obteniéndose manchas mis cortas a temperaturas
altas y tiempos pequefios, considerdndose, en

este caso, una temperatura adecuada la de 50°C,

utilizada ya en otras experiencias,

Si la temperatura es'demésiado alta, puede
producirse la eﬁaporacién de una parte conside-~
rable del producto al sacar la placa caliente
de la prensa, por 1o que se tendrad en cuenta la
temperatura més adecuééa de revelado dentro de
los puntos de ebullicidn de los productos estu-
diados. Los datos necesarios utilizados como va
riablés se han obtenido de las graficas corres-

pondientes,

Variacién de la temperatura del saturador y del
tiempo de r;veladoﬁ Se varfa la temperatura del
saturador de 20 a 50°C y el tiempo de 15 a 10 min
de acuerdo con las graficas correspondiéntes. No

se observa una disminucidn apreciable en la lon-

gitud de las manchas, obteniéndose la ventaja de

acortar el tiempo de revelado., Se apreciard méas
el efecto de calentar el saturador en disolven—

tes menos volidtiles.



3,11.5. Variacidn del disolvente y del tieﬁpo de revela-
do: Para obtener la misma distancia de retencién,
ha sido necesario utilizar practicamente el mis-
mo tiempo de revelado en el caso de vapores de me
tanol (15 min) que en el de vapores de etanol
(13 min), 1o gque no concuerda con la Tabla I,
siendo debido, probablemente, a haber efectuado
esta eiperiencia con el saturador a 50°C y notar
se menos en el etanol el efecto de calentar el sa
tufador, gsiendo este detalle poco importante pa-
ra el estudio perseguido; de todas formas, no se
observa el acortamiento de las manchas con el cam
bio de disolvente, En realidad se deberd utilizar
diferentes disolventes de acuerdo con los produc-

tos a geparar.

3.12. Separacidn de diversos productos

Después de considerar los resultados anteriores, se

estudia 1a .separacibén de diversos productos entre si.

3.12.1. Revelado a temperatura ambiente: En una placa'de
gel de silice como las utilizadas anteriormente,
se aplica una disolucidn en éter de petrdleo de ia
mezcla: 100 ug de tolueno (p.e. H10,6°C), 10 pg
de benzaldehido (p.e. 179,5°C) y 5 pg de anilina

(p.e. 184,400), revelando durante 15 min a la tem



peratura ambiente (21°C) con una mezcla de nitrd
geno—-etanol como gas portador con un caudal de
5 cm3/min; altura.del etanol en el saturador,

300 mm,

Se separan los tres productos, obténiéndosg
unas distancias de retencidn de 74,25 y 2 mm pa-
ra el tolueno, benzaldehido y anilina respectiva
mente, la mancha de toluenp desaparece é los po-
cos minutos. La visualizacidén se efectla con luz
U.V. de 254 nm. Para la identificacibén de los di-
ferentes productosz se revelan previamente divér—
sas placas con los productos aislados para coné-

cer en cada caso su distancia de retencién.

Para comparar ios productos obteﬁidos, se
efectia, en C.C.F. normal, .el revelado con diclo
rometano (disolvente mﬁy volatil p.e. 40°c) de |
los mismos productos y cantidades anteriofes en
‘placas de gel de silice. Los Rfs obtenidos han si
do: 0;55, 0,36 y 0,18, para el tolueno, benzalde—
hido y anilina respectivamente, visualizéqdose la
mancha de tolueno con gran dificuitad. Tiempo de
"revelado, 30 miqutos. En otros disolventes menos

voldtiles no se visualiza el tolueno.

3.12.2. Revelado a temperatura superior a la ambiente: Se

efectlia el revelado a una temperatura de la camara



Cromatogréfica_de SOOC; Sobre una placa de gel

de sflice se aplica una disolucidn en étef~ de

petrdleo de 20 pg de anilina (p.e. 184,4°C),

5 ng de nitrobenceno (p.e. 210,9°C), 200 pg de

n-propilbenceno (p.e. 159,200) y 200 pg de bro

mobenceno (p.e. 155°C). Se revelan con una mezé
cla de nitrégeno~etanol; caudal del gas porta-

dor 5 cm3/min; tiempo de revelado 10 min; altu-

ra del etanol en el saturador 300 mm.

Las distancias de retencidn obtenidas han
sido de 6; 34, 92 y 110 mm, para la anilina, ni
trobenceno, n—propilbeﬁceno y bromobenceno res-—

pectivamente,

Se efectlla una C.C.F. normal en capa de gel
de silice, revelando durante 60 min con tetraclo
ruro de carbono (disolvente voiétil); se obtie-
nen unos valores del Rf de 0,02, O,13,v0,42 Yy
0,42, para la anilina, nitrobenceno, n-propilben
ceno y bromobenceno respectivamehte, no separén-'
dose, por tanto, los dos Gltimos productos entre
sf. Se efectla asimismo una C.C.F. normal sobre
placas/de alGmina (para evitar que la acidez de la
gel de silice influja en los Rfs de los produc-
tos aplicados) revelando con éter de petréleo.

Se obtienen unos valores del Rf de 0,02, 0,17,‘
0,67 y 0,63 para la anilina, nitrobenceno, n-pro

‘pilbenceno y bromobenceno respectivamente.



Se observa que en hingunéyde los dos proce-
dimientos cromatogrificos, hay correspOndencié'
entre los puntos de ebullicién y las distancias

reéorpidas sobre la placa y en el segundo caso

(50°C) no se conserva ni el orden entre estas dos

variables,



4.

DISCUSION

A lo largo del trabajo se han expuesto los resulta-

dos obtenidos al hacer intervenir a las diversas varia-

bles que entran en juego en el sistema cromatografico es

tudiado, efectuando también separaciones de diversos pro
ductos. Las graficas obtenidas son 1lbgicas y permitirén
en nuevos casos practicos el determinar las condiciones

més adecuadas de revelado.

'En la TablaIVI(apartado 3.1) y eh el apartado 3.12

' se observa que 1as distancias de retencidn obtenidas no

estin relacionadas con los puntos de ebulliciébn de los
productos aplicadps, lo que excluye que el sistema eéfu—
diado se bése en una simple destilacidn; observando, ade
més, la diferencia de comportamiento durante el feveiado
de las placas de gel de silice, allimina y celulosa, pue-
de hablarse de la existencia de una separacién cromato-
grifica por adsorcidn, no siendo la placa un mero soﬁor—

te.

No se han encontrado relaciones 1légicas entre la
constante dieléctrica de los disolventes en forma de va-
por , de los mismos- en forma liquida y del punto de ebu~
1licibén de los mismos , fespecto é las distancias de re-
tencién obtenidas. (La fase mévil es, en este caso, una

mezcla de constante dieléctrica no estudiada).

El diferente comportamlento cromatografloo con di-

ferentes gases y vapores de distintas caracteristlcas,



puede explicarse por la adsorcibén de estos por el adsor—
bente, lo que modifica su-capacidad de adsorcidn o provg .
ca un desplaiamiento, entrando eh,competencia esta capa
adaptada y el gas portador con o sin vapor de disolvente,

para la separacibén de los productos.

Este sistema cromatografico permite la separacién
de prdductos mAs voldtiles que la C,C.F, clisica (peees
100 a 250°C éproximadamente) debido a no tener que evapo
rar el disolvente revelador, obteniéndose revelados mAs
ripidos por la me jor difusidn de los productos entre las
fases sélida y gaseosa y efectudndose separaciones dife-
rentes al poner en juego otros factores. Por otra parte
la eficacia es ﬁenor, al menos en los casos estudiados,

y su téenica es mas compleja.
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CAPITULO V

DETECCION DE PRODUCTOS RADIACTIVOS DURANTE SU REVELADO

POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

INTRODUCCION

. El1 revelado por cromatografig en capa fina en flu-

jo continuo - con evaporacidn del disolvente en la parte

superior de la placa (Bdbbitt, 1963) - presenta las Ventg
Jas de un aumento en el nﬁmero de platos tedricos de 1la '
capa (Snyder, 1967a),y de la continuidad de la experiencia

durante un tiempo indefinido, Estoipermite la separécién de

productos de polaridad similar con disolventes poco pola=-

res (lo que favorece la separacibn al destacar sus dife-
rencias); no obstante, si junto con ellos hay productos de
diferente polaridad, estos permanecerdn unidos en el frente

o en el origen después de revelar y secar la placa.

Si en una cimara cromatogridfica preparada para el
revelado én flujo continuo, se sitida un detector adecuado
para productos radiactivos por encima'del punto de aplica—
cidn de la placa, al revelarse los diferentes productos se-

rin detectados y registrados dindmicamente por separado,

- aunque posterlormente se unan, en el frente del dlsolvente.

Este procedimiento de medida puede utilizarse tam-
bién con productos radiactivos que no necesitan para su se-

pafacién que el revelado sea en flujo continuo,~siendo‘asi



innecesario desplazar la placa debajo del detector, segin

’ . 4
es practica comun,

El procedimiento ha sido utilizado para la detec-

¢ién de productos mediante la medida de la conductividad

‘eléctrica (Mori, 1965) (Cremer, 1969).

PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

2e1. Soluciones radiactivas utilizadas

Solucién a: Solucidn acuosa de acetato sédico (RIS
actividad especifica 13'2 mCi/mM; concen-

tracibén radiactiva 15 pCi/ml.

Solucidn b: Solucibn acuosa de acetato sbdico Yagq;
actividad especifica 13'2 mCi/mM; concen—

tracidn radiactiva 0'48 mCi/ml.

Se ha utilizado un producto marcado con carbo
no-14 por ser el radisbtopo mas utilizado en investi-
gacidn bioldgica y bioquimica y emisor de particulas
beta de baja energla (0'158 MeV), lo que hace mis in-
teresante el estudio de la absorcidn de estas particu-
las por el aire, capas adsorbentes y disolventes., Si
el isétopo utilizado fuera emisor de particulas beta
de méyor egergia (o de radiacién gamma) la absorcidn

ser{a menor y menores las dificultades de su detec—

cibn.

R Preparado por la Dra. C. Suarez



2.2,

2.3,

Equipo de medida

Consta de un tubo Geiger-Muller (Philips Mod.
18505) acoplado al preamplificador, integrador y re;
gistro de un radiocromatdgrafo (Nuclear Chicago; Mod;
Actigraph III). El tubo se recubre con una lamina de

plédstico (Terphane; densidad superficial, 1'8 mg/bmz)‘

-para evitar el contacto de su ventana con los vapo-

res de los disolventes empleados; el detector esté,

‘ademds, protegido con una funda metélica.

Cémara de revelado

Se utiliza una cAmara de acero inoxidable co-
mo la representada en la Fige 16 En la tapa de 1la
parte superior tiene una rendija para que sSobresalga

la placa y pueda producirse 1la eVaporacién del frente

" .del disolvente, si es necesarioj en la parte lateral,

204’-

pfovista de una rendija de 24 x 3 mm, se aloja el

tubo G-M. La seccién de la cémara. es rectangular y de

unas dimensiones de 60 X 20 mm., La distancia entre la

capa cromatogrifica y la ventana del tubo G-M es de
4 mm y la distancia entre el fondo de la clmara y la

rendi ja del detector es de 10 cm.

Capas finas

Las capas finas utilizadas son capas prefabri

cadas con soporte de vidrio y de diferentes adsorben
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FIG.16.— CAMARA CROMATOGRAFICA PROVISTA DE
TUBO G-M. -
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tes: gel de silice, allimina, kieselgur y celulosa
(Merck; ref. 5715, 5713, 5738 y 5718 respectiva-

mente),

2.5. Estudio de los diferentes parfmetros que intervie-

nen en la construccidn de la cémara de revelado

2.5.1. Distancia entre la capa fina y el tubo G-M.

Para estudiar la variacién de la activi-
dad medida.en funcién de la distancia entre el
producto activo y el tubo G-M, se aplican 5 nl
de la solucibn a de acetato sddico sobre. uha
lamina de vidrio, ocupando un circulo de 7 mm
de didmetro; se seca, Se efectla 1a medida de
la actividad colocando la limina a diferentes
distancias de_ia parte frontal de la cubierta
metédlica del tubo G-M colocado sobre un sopor
te. Los datos obtenidos se'indican\en la Ta=-
bla V.I.

| TABDA V.1,

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD EN FUNCION DE LA DIS-
‘ TANCIA

Distancia, mm ‘Actividad, cpm
1 _ - 6350

‘ 5900

5210

4380

3310

2410

1850

O O B~ W N
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La distancia utilizada en la cémara de reve-
lado entre el tubo y la capa fina serd de 4 mm, por
ser adecuada péra“su construceidn y no reducir la.
medida de la actividad de forma considerable res-
pecto a la distancia de 1 mm (31 %). Esta distan—

cia se utilizard en medidas posteriores.

Didmetro de la fuente activa.

Para conocer, en estos estudios previos, la
influencia del. didmetro de las fuentes preparadas

sobre .la medida de la actividad, se aplican sobre

capas de celulosa 5 ul dé la solucién a en .circu~

los de 5, 9 y 12 mm de didmetro; se secan. Las ac-
tividades medidas han sido 3210, 3090 y 2970 cpm
t

respectivamente, por lo que es adecuado el didme-

" tro utilizado de 7 mm dada la abertura del tubo

G=M de 22 mm. Este didmetro se utilizard en medi-

t

das posteriores,

. La disminucidén de la medida de la actividad

en los circulos grandes es debida a que el produc—

t0 se acumula en el exterior del circulo, no pre-

sentando una buena geometria para 1a»medida. Si

las aplicaciones se efeétﬁan gsobre una ldmina de
vidrio y con 5, Qly 14 mm de diémetro,‘se obtiene
una medida de la actividad de 4330, 4600 y 4450 cpm

. . . . ’ . 4
respectivamente, existiendo un maximo para diame-



2.5.3.

2'.504.

tros intermedios por intervenir la geometria de

la medida y la absorcibn de las particulas beta

por el propio producto activo.

Lémina de plédstico protectora.

Para conocer la influencia de la limina de

plédstico protectora del tubo G-M sobre la medida

de la actividad, se aplican 5 pl de solucidn a

‘sobre una lémina de vidrio y se mide su activi-

dad con y sin la adicién de otra ldmina de plis-
tico. Las medidas de la actividad obtenidas han
sido de 4400 y 3710 cpm respecfivamente, por 1lo
que la adicidn de esta l4mina supone una absorcién
de particulas beta del 16 %, que Se considera acep

table,

Absorcidn de las partfculas beta por adsorbentes

y disolventes.

Para estudiar la absorcidn de las particulas
beta porllos adéorbentes y disolventes utilizados
en el'révelado, se aplican 5 pl de la solucién a
sobre 14minas de vidrio, l4minas prefabricadas cu-
biertas con diferéntes adsorbentes y estas dltimas
impyegnadés con un disolﬁente. Se obtienen lasbmef

didas de actividad indicadas en la Tabla V.IT.



TABLA V,.II

VARIACION DE LA MEDIDA DE ACTIVIDAD POR ADSORBENTES
Y DISOLVENTES -

'Actividad, cpm

‘ Egpesor
Sin disol n~buta ‘ capa,
Capas - vente agua  nol . heptano mm
sin capa 4500 - - - -
silice 1900 660 960 1350 0'30
alfmina 1010 430 540 560 0'35
kieselgur 1450 540 450 710 0'25

celulosa 3200 1500 2550 2680 0'10

Los disolventes utilizados se pulvefizan sobre
las capas hasta su impregnacién mdxima; se han ele-
gido de forma que, gin ser volétiles; tengan diferen
te densidad péra estudiar su influencia; la constan-
te dieléctrica puede influir en el sentido de una ma
yor o menor fijacidn del‘diéolvente sobre el adsor-
bente, Las constantes fisicas de los disolvéntes se

indican en la Tabla V.III.

Es- diffoil fijar las condiciones de impregna-—
cidn del disolvente en la capa en estas condiciones
por 1o‘que los datos son sblo de orientacidn, 6bser-
védndose, no obstante, la gran influencia de adsorbeg

tes y disolventes en la medida de la actividad.



2.5.5. Rendija del detector.

Para observar la influencia de la anchura de
la rendija existente entre la capa y el detector,
se aplican 5 pl de la solucidén a sobre una l4mina

- de vidrio y se mide su actividad interponiendo di-
ferentes rendi jas. |

TABLA V.III

CONSTANTES FISICAS DE LOS DISOLVENTES

P, de e. Densidad Constante die

Disolvente ¢ 'g/cm3 __léctrica
Agua ’100 1'000 80'37
n-Butanol 11717 - 01810 1718
Heptano 9814 01684 11924

Las medidas obtenidas se indican en la Ta-
bla V.IV. Existe un compromiso entre la actividad
a medir y la resolucién necesaria de esta medida,’
para una buena separacién de los picos de los éifef
rentes productos activos sepérados en un revelado
cromatogrifico, En este caso se ha considerado ade-

cuada una anchura de rendija de 3 mm.



TABLA V.IV

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD EN FUNCION DE LA ANCHURA
DE LA RENDIJA |

Anchura de rendijav Actividad

mm (¢] EE}
‘ 1 | 590
2 1040
3 1590
4 2050
5 2480

2.6, Revelado expérimental

" Como ejemplo del procedimiento de deteccidn estu-
diado, se efectla el estudio de la pureza radioquimica de
una muestra de acetato sddico 14C-1 desecado, inicialmen-—
te puro, que ha pérmanecido almacenado durante dos afios

Se efectla la cromatografia'en la cémaralde la
Fig., 16, provista de papel satura&or, y. con capas analf-
ticas prefabricadas de gel de silice de 200 x 30 mm; se
aplican en linea, y a 8 cm de la base de.la capa, 5 pl de
1a solucidn acuosa del acetato sbdico 14a_y (solucibn b,
15 pg.en total) y se revelan con una mezcla de etanol-

agua—amoniaco (146314:32) (Baret, 1951); se obtiene la gra



2.7,

fica de la Fig. 17, en.la que se observa una impure;
za del 5 % que aparece a 1los 60 minutos del comienzo
de la experiencia; el tiempo dé revelado del acetato
sédico es de 22 minutos. En el revelado normal con la
mezcla indicada, el Rf del acetato‘sédico es de 0,60 y
el de la impureza 0,29,‘neces}téndose 125 minutos para
un revelado de 110 mm desde el punto de aplicéciénAy
40 minutos més'para su‘deteccién cén aparatos convén;
cionales. La cantidad minima de actividad a detectar

en las condiciones de trabajo, es del orden de 0,05 pCi.

Ia identificacibn de los productos revelados se
efectlla mediante cromatogramas realizados en las mis-

mas condiciones con productos de control, comparando el

~tiempo de revelado; si el producto de control es inac-

tivo se revela el mismo tiempo que el producto buscado
¥y se visualizaj; su situacibén deberd coincidir con el

centro de la rendija del detector. Variando la situa-

" cibn de la zona de aplicacibén se conseguirin diferen-

tes separaciones, segin las caracteristicas de los pro

ductos aplicados.

Desviacidn tipica de la medida de la actividad

Para calcular la desviacidn tipica del procedimieg
to de aplicacidn de 1la muestra, revelado y medida de la

actividad utilizados, se efectian diversos revelados con
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1a'soluci6n,g en las mismas condiciones del apartado
anterior; se calcan sobre un papel -los diversos pi-

cos obtenidos del acetato sddico puro y se pesan.

Mediante la férmula siguiente se obtiene 1la
desviacidn tipida de la medida de actividad en la
que estan inclufdos los errores de la aplicacibn y

revelado:

siendo

s = desviacidn tipica

v = valor medido

<1
i

media aritmética de los valores medidos

=
il

nimero de medidas.

Los pesos obtenidog de los 10 revelados efec-
tuados han sido 85, 78, 81, 91, 84, 84, 75, 82, 78 y

74 mg y la desviacidn tipica obtenida:

s = + 5'6 como valor absoluto y + 6'8 % como va-

lor relativo.

Se efectlan 10 medidas de actividad consecutivas
en el radiocromatbégrafo (con movimiento de la placa),
de una de las placas révelada;y seca, obteniéndose una

desviacidn tipica de

s = + 2'6 como valor absoluto y + 5'5 % como va-

lor relativo,



pudiendo observarse la diferencia entre los valores
obtenidos anteriormente que.éorresponde al proceso

cromatografico de revelado,

3., DISCUSION

Se han tenido en cuenta 1o0s diversos factores expe-

rimentales para la construccién de la cimara cromatogré-

fica y el estudio de la pureza radioquimica del acetato

?

gsbdico marcado.

Se ha considerado la anchura de la rendija (3 mm),
existente entre la camara y él détector, para que éea la
adécuada dentro del orden de las actividades especificas
‘més utilizadas en los compuestos marcados, Si fuera mias
estrecha, seria necesario utilizar actividades totales
mas gréndes - y por lo tanto mayor cantidad de producto -
con las consiguientes perturbaciones cromatogréficas, y
si fuera mis ancha, la resolucibn en el registro grafico

de los diferentes productos separados seria pequefia,

La distancia existente entre la capa adsorbente y
la ventana del éetector (4 mm), es adecuada por estar com
prendida dentro del alcancg de las particulas beta emiti-

das por el 140 y el 355 - que son los is8topos més utili-
‘zados en la preparécién~de moléculés marcadas (el 3H no

puede medirse con este detector) - pudiendo, no obstante,
“medirse otros productos marcados con isdtopos radiactivos

diferentes, aunque las condiciones experimentales no sean



las mAs adecuadas.

La distancia existente entre el punto dé aplica-—
cién del producto sobre la éapa‘y la rendija del detec—
tor (20 mm) se ha estudiado para que, en este caso, 1a
separacibn entre los diversos productos y el tiempo fﬂe
revelado sean adecuados, pudiendo utilizarse otras dis-
tanciés‘si el caso lo requiere, po} tratarse de mezclas
m&s complejas o cuando el flujo de fase mbvil a través

de la capa sea diferente.
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CAPITULO'VI

<

OBTENCION DE PRODUCTOS REVELADOS EN FORMA DE MANCHAS DE
POCA SUPERFICIE Y LONGITUD EN CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

INTRODUCCION

En la técnica de separacién de productos por cromato
grafia en capa fina (C.C.F.), es muy ihteresahte estudiar
las condiciones mis adecuadas de aplicacidn y revelado pa-
ra la obtencién de productos revelados en forma de manchas
de poca superficie y longitud (wd) (c.f. 7, cap. I), consi-
guiéndose con ello la separacién de los productos con mayor
concentracidn por.unidad de superficie (con el consiguien-
te aumento del umbral inferior de deteccién), mayor efica-
cia (péqueﬁa Wd) y una mejor Separacién entre los produc-

tos revelados (mayor resolucidn).

Las técnicas utilizadas de aplicacidn y revelado,

unas originales y otras tomadas de la bibliografia, han si

.do:

a) Aplicacibn normal de la solucidn sin secar con

aire durante la aplicacibén (Fig. 18a).

b) Desactivacidn de la capa en la zona de aplicaci6n
(Fig. 18b); se efectlia mediante la formacidn en la zona de
aplicacidn de una ‘banda horizontal con gotas de disolven-
tes tales como, agua, metanol .o benceno que se evaporan

con una corriente.de aire frio; posteriormente se aplica
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la solucidbn, De esta forma se favorece el que al pasar
el disolvente revelador por el productoAaplicado, pro-
duzca una reduccidbn inicial én la longitud de la aﬁli—
cacidn.

¢) Concentracidn del producto en la parte supe-
rior de la aplicacién en forma de linea horizontal
(Fige. 18c); es una variacibn del método de Truter (1964 ).
La capa es revelada en flujo continuo con metanol en
una céamara de poca altura (40 mm) cuya tapa estd provis
ta de una rendija; la aplicacidn en est% caso debe de
quedar justaménte debajo de la rendija; mediante una cg
rriente de aire frio o templado se evapora el metanol
que sobresale haciendo que la mancha circular quede con
vertida en una linea horizontal de 1 a 2 mm de (Wd).
Esta operacidn dura de 5 a 10 min, Posteriormente se re

vela de forma normal.

d) Como dato de comparacidén, y por ser un método
clidsico de produccidn de manchas de pocalsuperficie, se
aplicé la solucidn en la capa secando ai mismo'tiempo
con aire; consiguiéndose con ello una-aplicacién de po-—
co didmetro (Fig., 184). Fairbairn (1968) ha estudiado
las conéiciones mis adecuadas para la aplicacidn cuanti

- tativa de productos,

e) Para producir manchas de poca anchura y super-—
ficie, se aplica la solucidn en una linea vertical de

20 mm de longitud y 3 mm de anchura (Fig. 19e).
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f) Aplicacién de la solucibn en forma'de 1inea hg'
rizontal de poca Wa (20 x 3 mm) (Wagner, 1961) (Fig. 19f).
Este metodo es muy adecuado para la exploraclén posterlor
de la capa por aparatos que disponen de una rendija en el

detector,

g) Es una variacidn del método de Matthias (1954);

en este caso (Fig. 19§) la solucibn se aplica a 13 mm de

la parte superior del estrechamiento (de 3 x 10 mm) en

vez de en el centro, para evitar que las manchas tomen -una
forma curva, gue si no es un 1nconvenlente para los produc
tos normales visualizados directamente, si lo es para la
deteccidn cuantitativa de productos radiactivos, fluorescen
tes, etc., por explorar el detector el CromatOgramé a tra-

’ ‘e e
ves de una rendija.

'h) Igual que el método anterior pero concentrando el

producto aplicado mediante el método ¢ (Fig. 19h).

i) Para evitar durante la aplicacién el ensanchamien-
to de los proéuctos aplicados,’y conseguir manchas de peque-
na superficie, se practican en el adsorbente dos cortes ver
ticales de 12 mm de longitud a émbos lados de la aplicacién

y a una distancia entre ellos de 5 mm (Fig., 20i).

j) Para producir una aplicacién de la menor superfi-
cie posible, se aplica en linea vertical como en ¢ y se
concentra en la parte superior segun el método ¢ (Figu-

ra 20j).

k) Para evitar el ensanchamiento de las manchas
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se revela en placas de 5 mm de anchura aproximadamen—

te (Fishbein, 1965) (Berthold, 1968) (Fig. 20k).

1) Para evitar el‘ensanchamiento de las manchas
en la zona alta de la capa, sevcorta el adsorbente en
forma de trapecio desde la parte inferior de la capa
(30xmm) hasta la éuperior (10 mm) (Griésemér, 1968)

(Fig. 201).

m) Se estudia la diferencia en la eficacia y
en la superficie de las manchas, entre aplicar la so-
lucién a 40 0 a 70 mm de la base de la capa (para fa-
vorecer el revelado con flujo lento de la fase mévil
de los. productos de R bajo) revelando 1Zd mm en cada
caso desde la zona de aplicacibn, Se utiliza la aplica
cibén normal y en linea horizontal (Figs. 21m-1 y m-2

respectivamente)..

n) Igual que el método k pero concentrando el pro

ducto mediante el método ¢ (Fig. 21n). -

o) Se efectfia el revelado a diferentes temperatu-
ras: -24°¢, 2°¢, 18°¢ y 42% (Stahl, 1956) (Singh,
1970) (Fig. 22).

p) Se efectlian diversos cortes en el adsorbente
cercé de la zona de aplicacidn y en las zonas lateré-
les, para favorecer 1a.produccién de manchas de poca
anchura a base de estrechamientos en la zona de cirou—

lacifén del disolvente (Fig. 21p).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Se aplican 10 pl de una solucién en etanol de la

mezcla de los colorantes siguientes: azul de bromotimol

(1 mg/ml), amarillo dimetilo (10 mg/ml) y rodamina B

(3 mg/ml), reveléndo con la mezcla de disolventes: ace-
tona-etanol (3:1), en cdmaras cilindricas de 22 x.5,5 cm
de didmetro provisfas‘de papel saturador, y con capas
prefabricadas analiticas de gel de silice de 20 x 3 cm
(Merck, ref, 5715); se obtienen, en condiciones de apli-
'cacién normales, unos valores del Rf de 0,24, 0,65 y 0,75'
para la rodamina B, el amarillo‘dimetilo y el azul de bro
motimol respectivamente. Para la visualizacidn del azul

de bromotimol se emplean los vapores de hidréxido am6nigo.
La altura del punto. de aplicacién gobre el borde inferidr
de la placa ha sido de 40 mm (execepto en los métodos‘g, h,
y m), la d;stancia recorrida por el disolvente desdekél
punto de aplicacibén de 120 mm y la altura del disolvente

en la cimara de 10 mm.

El producto se aplica sin secar durante la aplica-

- cibn (excepto én el método d), obteniéndose un didmetro de
9 mm y secidndose posteriormente con airevfrio; estas condi-
ciones se mantienen para observar hejor las variaciones ob-
tenidas y para estudiar el caso mis interesante en el que

N
el volumen de solucibén a aplicar sea grande o de un disol-

vente poco volatil y se produzcan aplicaciones de didmetro

grande, ya que, no es aconsejable el calentar excesivamente



3.

la muestra aplicada (Bush; 1961). En el caso b - para
evitar 1a desactivacidn de la capa por los disolventes
utilizados en el revelado y envel producto a aplicar,
y poder observar mejor la influencia del agua, del me-

tanol y del benceno utilizados - se revela con -benceno,

" aplicando 10 pl de una solucién bencénica de amarillo

dimetilo (2 mg/ml) (Rf = 0,34) concentrando ligeramente
la solucibn aplicgda para conservar el didmetro estudia
do de 9 mm de diémetro. En el método ¢, y para evitar

la sobresaturacidén de la capa al concentrar los produc
tos en el origen, se aplican diferentes cantidades de
amarillo dimetilo (10 pl de sus soluciones en etanol de
0,2, 1, 5 y 10 mg/ml de concentracién) y se estudian
las variaciones producidas en la longitud y superficie

de las manchas reveladas respecto al método de control a.

RESULTADOS Y DISCUSION

De todos los métodos estudiados el mds eficaz es

‘el m - 2, aplicacibn en linea horizontal a 70 mm de al-

tura, con una reduccién media de la longitud de las man
chas del 30 % respeéto al control (procedimiento normal
a) (valor maximo de la reduccién 40 %)+ La superficie de
las manchas se incrementa hasta’ﬁn valor medio del 27 %
fespecto,al control (valor miximo del incremento 45 %),

Las grandes diferencias observadas entre los valores me=-

- dios y los maximos, son debidos a que en los valores me-—.

dios se consideran los tres colorantes, mientras que, en



los ﬁalores méaximos, se considera solamente el coloran
te que presenta mayores desviaciones.. Hay que tener en
cuenta que los tres colorantes no se difundeﬁ de igual
_forma en el adsorbente lo que hace que las desviaciones

respecto a la media, sean considerables (Tabla VI.I).

A este procedimiento le sigue en eficacia el f,
aplicacidn en linea horizontal a la altura normél_de
40 mm,'con una reduccidn media de lalldngitud de 1aé
manchas del 26 % (valor méximo 38 %). La superficie de

las manchas se incrementa en un 38 % (valor mAximo 69 %)

Le sigue en eficacia el método{§, aplicacién a
13 mm de un estrechamiento, con una reducciébn media de
la longitud de las manchas del 21 % (valor madximo 39 %).
La superficie de las manchas se incrementa en un 8 % (va
lor miximo 53 %). Este método es el mis indicado si se
-debe tener en cuenta la superficie de las manchas.‘

TABLA VI.I

VARIACION DE LA LONGITUD Y LA SUPERFICIE DE LAS MANCHAS
CON LOS DIFERENTES METODOS

Longitud Superficie
Reduccion Auménto Reduccion Aumento

‘Método % - % % %

a- (control) - - - C-
4 - 8 16 -
il 26 - - 38
g 21 - - 8
h 21 - - 8
h| - "8 16 -
k - 8 56 -
1 - 8 13 -
m-2 30 - - 27

n - _,8 56 -




}El método que produce manchas de menor supérficie
es el k, aplicacidn en capas dé 5 mm de anchura, con
una reduccidén media de la superficie del 56 %, (valor
maximo 69 %), La longitud de las manchas se incrementa

en un 8 % (valor mlximo 28 %),

Le sigue en efectividad el método g,.aplicaciﬁn en
linea vertical y concentracidén posterior, con una reduc
ciéq»media de la superficie del 16'% (valbr méximo 45 %),
La longitud de las manchas se‘incrementa'en'un 8 % (va—

lor méximo 36 %).

Paralelo al método anterior es el d, aplicacidn en
un circulo de pequefio didmetro (4 a'S mm),‘oon una reduc
cidn media de la superficie del 16 % (valor méximo 26 %) o
La longitud de las manchas se‘incrementa en un 8 % (valor
mAximo 17 %),

El método 1, utilizacidn de capas en forma de tra-
pecio,vle sigue al anterior, con una .reduccidn media de
la superficie del 13 % (valor maximo 25 %). La longitud
de las manchas se incrementa en un 18 % (valor méximo

39 %).

En los métodos h y n las variaciones de longitud y
superficie son similares a las de los métodos gy kK res-

pectivamentee.

En los restantes métodos b, ¢, e, i, 0, p y m=1, las

variaciones en la longitud y en la 'superficie de las man—



chas son reducciohes inferiores al 10 % o aumentos, por
lo que no puede tenerse en consideracibén. En general el
producto tiendg a ocupar la misma superficie durante el
revelado, sin que influya demasiado el método de aplicaé
cién, El nimero de determinaciones cuantitativas efectua
das, han sido como minimo de tres en cada prpcedimientb,
comparéndoias con otras tantas capas de control revela-
das en idénticas condicibnes. LaS'C capas utilizadas- en
cada proqedimiento proceden de una misma capa comercial

de 20 x 20 cm.,

En la Fig. 22 se observa la influencia de la tempe~
.ratura (método o) sobre la separacién de las manchas por
variacidn del Rf en los colorantes estudiados. Esta gréi-
fica es el resultado del estudio de la influencia de 1la

temperatura en la eficacia de la separacién.

Mediante la férmula correspondiente del apartado T.2-
Zc.f. ca@._I) se calcula la resoluciénvobtenida en los mé
todos m-2, f y g - en los que se ha obtenido una mejora -
y entre las manchas correspondientes a los colorantes ro-
damina B y amarillo dimetilo, y amarillo dimetilo y azul’
de bromotimbl, respecto a las capas de control, Los resul-

tadds se expresan en la Tabla VI.II.



TABLA VI.II

RESOLUCION OBTENIDA ENYLOS‘METODOS n-2, fy g

—

»Método
m=2. . f g
Colorantes Rod.-Am Am-Az Rod.,-Am Am-Az Rod+Am Am-Az -
‘Resolucidn 4'90 . 1'38 480 1138 3157  1'08
‘Mejora . 28 % 42 % 31 % 520 % 2 % 23.%
Media 35 % 4115 % 1205 %




CAPITULO VII

CROMATOGRAFIA DE ADSORCION EN CAPA PREPARATIVA FOR- -

MADA POR COMPRIMIDOS

1. INTRODUCCION

Las mayores dificultades que se preséntan envla cro-
matografia de adsorcién en capa preparativa, estriban en
la aplicaciébn del producto en una linea estrecha y en la
separacién, despﬁéé del revelado, de los diferentes prb—
ductos que interesa estudiar, sobre’todo; gsi los produc-—
tos son téxicos comd en el caso de productos radiactivos, [ 
Se utiliza,'en el presente frabajd, una capa tubular for-
mada por comprimidos taladrados de material adsorbente,
que facilitan la aplicacién de la muestra y la separacién
de los diferentes productos después del revelado (Fig.23).
Lenk (1969) y Lie (1962) han utilizado capas preparativas

tubulares sin seccionar,

Para la aplicacidn del producto existen numerosos dis
positivos manuales y automaticos (Morgan, 1962) (Mckibbings,
1961) (Ritter, 1962); en todos ellos es dificil controlar
la -anchura (Wd) de la bandd formada al aplicar el produc-
to, sobre todo, si los disolventes embleados son pbco‘volé
files, mientras que, eh el procedimiento estudiado, el pro-
ducto aplicado gueda siempré en el comprimido o comprimi-

dos utiligados sin variar su anchura,



VEN-DQ-Gr 4511

i — 1\ = R

| ]
— 1 —t—

e

l
M

+
1
|
T
i

L
t
1
1
|

o
1
4
—

T '
l
TN TTIAT
|
|
|
|
]
 ———

L

1
t
L
[
||
(|
P
P
|
g
bl
lh_.xl:.____

FIG.23.— SOPORTE Y COLUMNA.



En cromatograffa de adsorcidn preparativa se han pU
blicado numerosos trabajos sobre la separacién de 1o8 ﬁrg
ductos de la capa despuds del revelado, La mayoria de
ellos consisten en el.corté 0 raspado de la zona de édsoz
bente cénteniendo el producto separado (Mottier, 1955),
lo cual es engorroso y en el caso de productos téxicoé

tiene el inconveniente de contaminar la zona de trabajo.

En cromatografia en columna, aparte del procedimien
to de corte ya sefialado, la separacidn puede efectuarse
mediante utilizacibn de columnas formadas por varios tu-
bos acoplados por uniones esmeriladas (Tiselius, 1947)
(Gault, 1950), los cuales, como es 1l8gico, no pueden ser
muy numerogos; otros procedimientos emplean columnas rigi-
das de adsorbente sin tubo protector que coftan.después de
reveladas (Miller, 1951). En la cromatograffa de particidn
preparativa sobre papel se ha empleado‘la "ecromatopila",
formada por discos de tela o papel (Lenoir, 1942) (Mitchell,
1949) y también tubos formados por papel enrollade que se
corta posteriormente (Danielsson, 1952). En el presente ca-~
80, esta separacidén es sumamente fhcil ya que basta desmon
tar el soporte de la capa,y después dél.secado y de la vi-

sualizacién, separar los comprimidos que interesen.

El dispositivo estudiado facilita otras técnicas uti
lizadas en cromatografia en capa fina y preparativa tales
como: a) el gradiente en la fase estacionaria (Petit, 1969)

(Stahl, 1964), utilizando columnas formadas por comprimidos



de diferentes adsorbentes o mezclas de adsorbentes; b)
los revelados miltiples (Kirchner, 1951) con separacidén
intermedia de los productos purificados que interesen y
nuevo revelado de los restantes; o) los revelados milti
" ples con separacidn de los comprimidos gue interesen e
introduceién en otras capaé; pudiendo reunirse los pro-—
ductos mediante flujo éontinuo formando un nuevo origen
(Truter, 1964) y cambiar, si inferesa, el adsorbente
(Anet, 1962); en estos revelados miltiples pueden acti-
varse solamente los comprimidos que interesen sin calen-
tar los productos a separar; d) la elucibdn de los produc-.
tos separados simplificada por el ﬁrocedimienfo empleado
de eluir sin romper el comprimido; e) el revelado, ya
que, al no estar el adsorbente en contacto con su SOpPOr-
te, (placas con soporte de vidrio, pléstico,‘etc.) se
evita 1la influencia de la zona‘de contacto‘entre'ambos;

f) 1la aplicaciép de la técnica de Musgrave (1969), de con
centracién ﬁel productb aplicado en la zona de aplicacidn
‘mediante la utilizacién en esa zona de un adsorbente de
menor capacidad de adsorcién; g) 1la visualizacidn de pro-
ductos radiactivos sin equipo de desplazamiento de la ca-
pa, médiante la medida por ambas caras de 1los comprimidos
éislados; h) la utilizacidn de camaras para el revelado de
volumen iﬁferior al utilizado con las placas preparativas
convencionales, Serviri ventajosamente, en general, para
cualquier tipo de técnica en la que se utilice el inter-
cambio de productos o de adsorbentes y diferentes revela-

dos.



Las restantes técnicas pueden utilizarse igualmen—'
te, aunque sin ventajas especialeé, estudidndose su adap-
~ tacibn.a la cromatografia descendédte y lavado deklas ca~
pas (Stanley, 1957) y a la cromatografia de flujo continuo
por evaporacidn del disolvente en la parte superior de 1la

capa (Bobbitt, 1963).

Una parte importante es la preparacién de los com-
primidos. Se efectlla su estudio con adsbrbentes y agluti-
‘nantes tales como gel de silice, alimina, talco, sulfato
cdlcico, almidén, etc., sélos o mezclados -~ para favorecer
_la cohesién = por no formar algunos adsorbentes puros, en
las condicioneé estudiadas, comprimidds compactos. Los com
primidos se preparan mediante compresién del polvo del
adsorbente - o de lé mezcla preparada = en una prensa de
laboratorio, efectuando posteriormente un taiadro en el
centro del comprimido para fécilitar la saturacién del ad-

sorbente con los vapores del disolvente,

Se efectllan experiencias comparafivas con capas ana
1{ticas y preparativas y con la capa de comprimidos, todas
saturadas antes de revelar (debido al espesor de la capa
de la columna es necesaria la presaturacidén), obteniéndose
. con ligeras diferencias el mismo Rf (Janchen, 1968); en las
capas analiticas, estudiadas sin saturacién-de las mismas
antes de revelar, los valores del Rf son superiores (Geiss,

1968a),
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.Para estudiar el comportamiento deﬁla técnica aé
teriormenée explicada, se efectua la purificacidn del
colorante amarillo dimetilo, al que se le han afiadido
como impurezas diversas cantidades de otros colorantes,
estudidndose las mejores condiciones de aplicacién, re—

velado, elucién, etc,, obteniéndose resultados simila-

res a los de una purificacidn efectuada en las mismas

condiciones con capas preparativas, las cuales no reunen
las ventajas de una aplicacibn sencilla y de una fécil

separacién de los productos revelados.

PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

2.1, Preparacidn de los comprimidos

Para la preparacidn de los comprimidos (de
25 mm de didmetro y diversas alturas) se utiliza
una prensa dé laboratorio (Applied Researoh Labora—
tories Glendale, California U.S.A,). Los adsorbentes
empleados (de uso normal en cromatografia) y sus
aglutinantes han sido: gel de silice: Camag,
DSF-0 (T.L.C.); Camag, DSF-5 (T.L.C.); Micronizada
(éilice pour gels 41) Intertechnique, ref. 2206303
M. Woelm, F (T.L.C.); Panreac,.ref.’237111; Merck,
0'08 mm, ref, 7729; Merck, 0'05 mm, ref. 7734; Merck,»
0'2 mm, ref. 7733. AlGmina: Camag, DSF-0 (T.L.C.);
Camag, DSF-5 (T.L.C.). Celulosa: Macherey, Nagel Co.,



ref. MN 300 UV (T.L.C.); Whatman, en polvo (Standard
Grade); Avicel, pHé101;‘Whatman; en polvo, ref., cc-31.
Almidén: Analar, soluble, ref. S-8214, Talco: Rhone
Poulenc, ref., DAB-7. Carbén activo: Merck, ref. 2186.
sulfato cdlcico hidratado: Merck, ref, 2161, Carbona-

to chlcico precipitados Merck, ref. 2067. Carboximetil—

celulosa: Macherey, Nagel Co.,.ref. Mn 300 CM (T.L.C.).

Kieselguhr: Johns-Manville, Celite, Standard Super-cel.
Grafito para espectrografia:‘Ultra Carbon Products Co.,
ref, UCP-1. Oxido de magnesios Carlo Erba, ref. 459614
(cromat.). Silicato magnésico: M. Woelm (T.L.C.). Car- '
bonato sddico anhidro: Merck, ref. 6392, Silicato de
aluminio: J.D. Riedel-E, de Haen A.G. ref.’4185. Hidrb-
xido cAleico: Probus., Estearato de magnesio: Barcia,

ref., 1059,

Los adsorbentes utilizados, la fuerza méis ade-
cuaaa, el tiempo empleado en la absoréién,de una gota
de agua de 23 mg de peso medio y los resultados obteni
dos, se réflejan en la Tabla VII.I. Posteriormente se
efectla uﬁ taladro de 10 mm de didmetro en el centro
del comprimid¢ coén una broca, sujetando los compfimi-
~ dos con un Gtil adecuado para taladrar varios al mismo

tiempo.



2.2,

2.3,

Soporte de la capa

La capa tubular'formada por los comprimidos se
mdnta en el soporte de teflén de la Fig. 23. Ei S0~
porte consta de dos placas circulares paralelas uni-
das por tres varillas situadas a 120° una de .otra.

Las dimensiones son las adecuadas para su introduccién
en una chmara cilindfica de 22 x 5'5 cm, aunque es mis

indicado montarla en un soporte mis amplio. Si se uti

" lizan los comprimidos de celulosa, o de mezclas con

celulosa, con disolventes muy polares pueden hinchar-
se 1igeramente por lo que, en este caso, deben coldc&gl

se tres muelles en la parte superior del soporte.

Aplicacidn del producto

Para estudiar la mejor forma defaplicarlla soig
cidn con los productos a separar, se prepara una solu-
cién de rodamina B en etanol con una concentracién de.
12 mg/ml, utilizando para la aplicacién comprimidos de:
gel de sflice (Camag DSF-0) - celulosa (MN) (30:70),
pel de sflice (Camag DSF-0) ~ 6xido de magnesio - celu
losa (MN) (30:30:40) y celite — celulosa (MN) (70:30)
de 3 mm de espesor, La aplicacidn de la muestra debé
efectuarse de forma adeéuada para que el comprimido se.
recubra uniformemente por toda su superficie del>prodqg.

to aplicado, procurando que la mayor parte quede en el

) interior, ya que, al secar después de cada aplicacidn



tiende ‘a salir a la superficie.

Se efectfan diversas experiencias variando la
temperatura en la zona de aplicacidn, 1la velocidad
y forma de aplicacidn y la forma de sujetar el com-
primido. El sistema utilizado finalmente es el de la
Plg. 24, E1 comprlmldo, actlvado a 115°¢ durante una
hora, se sujeta con las pinzas y su soporte de 1a for
ma, indicada en la figura, aplican@ose la solucién g0~
ta a gota con una pipeta por la parte superior hasta
la cantidad adecuada para que no tenga liquido en ex-
ceso, ni salga por la parte inferior , calentando len
tamente (40°C aprox.) con la placa calefactora (si-
tuadé en la parte inferior) para favorecer la évapo—
racién; se repitekel proceso hasta la aplicacién tb—.'

tal de la solucidn (4 ml en este caso).

Para evitar la formacidn de postra en las pa-
redes laterales del comprimido, puede aplicarse un
poco de grasa de silicona en esa zona (colocédndole eﬁ
tre dos comprimidos) lo que reduce, al mismo tiempo,
la’difusién del productb durante la présaturacién.

- La aplicacidn puede efectuarse témbién en~varios com

primidos de 1 mm de altura.



Comprimido

Calefaccion

FIG. 24.— APLICACION DE LA SOLUCION SOBRE EL
COMPRIMIDO.
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‘: 2.4, Revelado

En el soporte de la Fig.23, se mbnta la capa
formada por comprimidos activados, de 1 cm de altu
ra en la parte inferior; sobre estos, el coﬁprimi—
do con el producto éplicado, y en la parte supetrior,
comprimidos iguales a éste (3 mm de espesor) hasta

un total de 18 a 20 cm.

Se aprietan ligeramente las tuercas de la pérte
superior para favorecer la unidn énﬁre los comprimi
‘dos, se introduce el conjunto en la cémara (forrada
de papel saturador Whatman-3 y conteniendo una peque-
fia cantidad del disolvente revelador) y se mantiene
durante variés horas saturdndose de los vapores del
disolvente; por diversas experiencias se ha observa-
do, que si el tiempo'de sat@racién es inferior al .
adecuado en cada caso particular, los productos se
revelan a mayor altura por la parte‘interiOr de la
capa (Dallas, 1968a) y si es superior, se difunden
fuera del comprimido dé aplicacién; pasado es¢~tiempo
se afiade més disolvente-y‘se revela hasta la altura
"deseada., Para evitar\la difusidn del producto'aplicg
do duraﬁté'la presaturacién; puede presaturarse lla
capa sin el comprimido de_aplicacién, colocéndole pos -
teriormente en su sitio. Debe aplicarse én el exte-—
rior de la capa, y'a la altura adecuada, una gota de
solucibn de un colorante poco polar tal como el ama~

rillo dimetilo, para observar facilmente el final del
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2.6.

revelado; el comienzo de su revelado indica la 1lle

gada del disolvente,

Para estudiar cual es el disolvente revela-
dor mis adecuado, -0 con qué mezcla de‘adsorbehtes
se obtienen mejores separacionés,vse preparah capas
analiticas con la misma mezcla de adsorbentes que
los comprimidos, o bien, si es posible, se utiliza
uno de los comprimidos sin taladro como microcapa,
revelando en cromatografia circular o ascendente

una pequefla cantidad del producto estudiadoe.

Secado

Se saca el soporte de la céméra, se desmonta,
se introduce una varilla de vidrio por el taladro
central de la capa tubular y se.ooloca horizontalmen
te con los comprimidos separados unos de otros en una
vitrina de gases., La separacién de los comprimidos du
rante el secado evita que los productos separados emi
gren solamente a la pared lateral de los cbmprimidos,

obteniéndose un secado mis rédpido y homogéneo.

Visualizacibn

Después de haber secado los comprimidos - y-
numerados con un lApiz - se procede a su viasualiza-

cién de la misma forma que en cromatografia en capa



2.7

2.8.

vreparativa normal; para la aplicacibén de 1iquidos pue-
de ser interesante la utilizacidn de un pincel, pintan-
do un trazo fino a lo largo de la capa (Zechmeister,

1936).

Elucidn ‘ ‘ , ' ~ -
La elucidn se efectlia de la forma indicada en la
Fige 25, eluyendo los comprimidos seleccionados con el
disolvente adecuado, que desciende por una tira de pabel
(Whatman-17) provista de un taladro de 10 mm de didmetro

en la parte inferior,

El disco de teflén situadc encima de los comprimi,
dos, y de dimensiones iguales a ellos, tiene un corte la
teral, @ué penetra hasta el taladro central, para facili"l
tar la sslida de la solucidn por el orificio céntral del
vidrio de reloj. La cémara estd provista de disolvente y

papel saturador,

Cromatografia descendente y lavado de las capas

' Se estudia la adaptacibén a la cromatografia en ca-

pa preparativa formada por comprimidos, de la cromatogra=-

fia por revelado descendente, pudiendo efectuarse de la .

forma indicada en la Fig., 26 utilizando el mismo soporte
y. accesorios anteriores, La tira de papel utilizada para

el descenso del disolvente es el tipo W=3 o W-17 segin
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FIG. 25.— ELUCION DE LOS COMPRIMIDOS.
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FIG. 26.— CROMATOGRAFIA DESCENDENTE.
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la velocidad necésaria del paso del disolvente; dispég
aré igual que el disco de teflén (y cono en el aparta-
do anterior) de un taladro de 10 mm en la parte infe-"
rior. Antes de proceder a ia separacidn cromatografica
debe presaturarse la capa el tiempo necesario con los
vapores del disolvente situados en la parte inferior.
Si debajo del vidrio de reloj sé coloca un emﬁudo‘,cdn‘
una conduceibn adecuada, puede detectarse el liquido
eluido'y‘ser recogido en un colector de fracciones. Es-
te procedimiento puede utilizarse para el lavado de las

capas.

2.9, Cromatografia ascendente en flujo continuo

Otra técnica adaptada es 1a'cfomatografia ascenden
te en flujo continuo, que se efeptda ségﬁn se indica en
la IMge 27, pudiendo utilizarse también para reunir los
productos mal sepérados por una cromatografia no satis—
factoria, para lo cual, se invierie la columna en su so-
porte nara que los productos més polares quedeh mis cer-
ca del frente. Durante la presaturacién de la capa puede
taparse el orificio de la partie superior del soporte,
que pérmaneceré‘cerrado durante el revelado si el disol-

vente utilizado fuera muy voldtil.

2,10. Aplicacidn de la técnica de MNusgrave

£s interesante aplicar la técnica de Iusgrave (1969)

!
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FIG.27.— CROMATOGRAFIA EN FLUJO VCONTINUO
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2.11.

a la cromatograffa en capa prepafativa. Se efectla su
estudio analftico en comprimidos aislados utilizados
comno microcapas. Para ello se aplican en el comppimi-
do adecuzdo (y a 4 mﬁ del borde) 2Apl‘de,una sblucién
en acefona de anarillo dimetilo (10 mg/hl), rodamina ﬁ
(1 mg/ml) y azul de bromotimol (3 mg/ml). Se revela en
acetona introduciendo 1a parte inferior del comprimido

en el disolvente,

"Los comprimidos estudiados corresponden aylas még :
clas de adsorbentes siguientes: celite~celulosa (IN)
(70:30); carbonato sédico; hidréxido célciéo; talco-
celulosa (MN) (85:15); almidén-céluloéa (MN) (85:15);
carbonato cAlcico-celulosa (MN) (85:15); celulosa (MN);
sflice (Camag DSF-0)-8xido de magnesio-celulosa. (MN) |
(30:30:40); silice (Panreac)-ceiulosa (MN) (60:40) ¥
sulfato cAlcico-celulosa (MN) (85:15). Los comprimidos
formados por almidén-celulosa (85:15) y, posteriormente,
celite-celulbsaA(7O$3O) son 1o que adsorben ios,colo-

rantes a@aplicados en menor grado.

Primera purificacibén exverimental

- Para comprobar experimentalmente el procedimiento

estudiado, se prepara una solucidn del colorante amari-

110 dimetilo en etanol (10 mg/ml),.a la que se afiaden

como impurezas azul de bromotimol (1 mg/ml) y rodamina B

(3 mg/ml).



Se preparan los comprimidos necesarios de la mez
cla: gel de sflice (Camag DSF-0)=celulosa (KN) (30:70)
‘de 3 mm de espesor, y sobre uno de ellos se aplican
4 ml de solucién de la foraa indicada en el apartado
2,3; duracién de la aplicacibns 65 minutos. Después de
activar los restantes comprimiaos a 11d°C duranfe 6 h2~
raé, se forma con todos ellos la capa tubﬁlar, se in-
trpducen en su soporte y se presaturan con vapores de
’acetoné en la cdmara de revelado duranté'S horas; pos—
fqriormente se revela durante 5 horas con acetona‘(en‘
revelados analiticos previos se ha observado la convé-

niencia de utilizar este disolvente como revelador).

Después de secar los comprimidos, se separan los
correspondienteé a la zona del amarillo dimetilo 43 mm;
Rf = 0'51) y se, eluyen con 50 ml de Metanol; la solu-
cibn se evapora a vacio, se disuelﬁe nuevamente gl pro
ducto en benceno para facilitar la'se;éraci6n de la po-
sible gel de silice arrastrada (Bobbitt, 1963a), se de-
canta y se scca nuevamente, obteniéndiose un ;endimientp

superior al 100 % debido, seguramente, a no haber efec-

tuado previamente ei lavado de la capa.
En capas analiticas de gel de sflice (Merck, ref.:
5715) se revelan con metanol, Zcetona y benceno, aplica

ciones de 1 pg de rodamina B, 1 ﬂg de azul de bromotimol

y 100 pg del amarillo dimetilo purificado; la pureza qui-

mica del amarillo dimetilo, respecto a las impurezas in-
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corporadas, es superior al 99 %.

Se efectlian diversas cromatorsraffas (Fig. 28)

~ para comparar la capa formada por comprimidos (D),

‘eon capas’prefabricadas analf{ticas (A ¥y B) y prepara

tivas (C) de gel de sflice (Meick, ref. 5715 y 5717
respectivamente); la capa A se ha revelado sin presa

turacién, La cantidad de producto aplicado a la capa

C, es proporcional a la cantidad de silice presente

respecto a la capa tubular; la altura de la zona ocu
pada en esta capa por el amarillo dimetilo es igual

a 30 mm,

Semunda purificacidn experimental

Se realiza otra experiencia de purificacibn en
una capa tubular formada por comprimidos preparados

con la mezcla: gel de s{lice (Camag DSF-0)-8xido de

,magnésio-celulosa'(MN) (30:30:40). Se trata de sepa-

rar de una solucidn de auarillo dimefilo, rodamina B
y azul de brbmotimol, en acetona, de concentraciones
10, 1 y 3 mg/ml reSpectivamcnte, el amarillo dimetilo
de los otros dos colorantesAconéiderados como imﬁure-

ZaS e

Se lava la capa 'previamente segin se indica en
la Fige. 26 con 200 ml de metanol, se¢ activa a 110°C
durante varias horas y se aplican, en uno de 1los com-

primidos de 3.mm de espesor sin capa lateral de grasa
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de silicona, 4 ml de la solucidn preparada; duracién

de la aplicacidn, 21 minutos.

Se montan los comprimidos en su soQorte - apli
cando en la parte superior de la capa una péqueﬁa can
tidad de amarilio dimetilo como control del frente
del disolvente — y‘se satura en la cédmara de revelado
durante 4 horas con vapores de acetona. La capa se re
vela durante 9 horas en acetona (15 cm desde el punto
de aplicacidn), se seca separando los comprimidos y
se eiuye la zona que contiene eljamarillo dimetilo
(35 mm; Rf = 0'41) con 50 ml de metanol segin se indi
ca en la Fig. 25. La solucidn se eyaporé-a vacio y se
-obtienen 34 mg de amarillo dimetilo, Rendimiento de la
purificacién 85 %. El control de pureza quimica del
amarillo dimetilo respecto a las impgrezas incorpora-—
das se realiza de la forma indicada en el apartado

2,11, siendo superior al 99 %.

3. DISCUSION

La preparacifén de los comprimidos es la parte mis
importante de la técnica estudiada. La mayorfa de los ad-
‘sorbentes utilizados en crdhatografia,no son fhcilmente
compresibles en forma de comprimidos compactos que resis—
tan pequefios golpes y la manipulacién, debido, probablemen -
te, al pequefio tamafio de sus particulas. Como la fuerza de

compresidn no debe de ser muy grande (psra facilitar el



flujo posterior del disolvente durante el revelado) se 1li
mitan las posibilidades de preparaci6n de comprimidos acep--

tablese.

La celulosa es muy adeéuada para la preparaci6n de
comprimidos debido a su naturaleza fibrosa§ utilizéndose
tembién mezclada con otros adsorbentes para fécilitaf su
cohesibn. Se ha utilizado también el talco para facilitar
la preparaqién'de los comprimidos; aparte de ser adsorben
te, actla como lubricante., Un producto muy utilizado como
lubricante en la preparacién de comprimidos es el estea-
rato de magnesio; en este caso no se ha utilizado por ser
soluble en diversos disolventes. Los diémetros del compri-
mido y del taladro efectuado, se han calculado de forma
que la superficie Gatil final deila seccibn de la capa fog
mada, sea equivalente a la de uha capa éomercial de

20 x 20 x 0,2 cm.

Los.comprimidos obteniaOS‘éﬁ condiciones de utiliza
cidn cubren una amplia gama de adsorbentes de diferente‘
capacidad, permitiendo elegir la férmula ﬁési adecuada den
tro de cada problema particular. En la Tabla VII.I ge in-
dican las nezclcs estudiadas coninformacién de las mas ade

cuadag para obtener comprimidos satisfactorios,.

La aplicacidn del producto se -ha estudiado para el
caso en que sea necesario aplicar productos poco concentra

dos; en el caso ideal, bastari introducir el comprimido de



aplicacibn en la solucibn para retenerla de una sola vez,

facilitindose entonces extraordinariamente la aplicacién

€

en bandas estrechas.

El revelado no presenta problemas especiales,'ex—
cepto en la necesidad de presaturar la capé para facilitar
el revelado homogéneo y a la misma altura de los diversos
productos; el taladro inferior facilita esta presaturacién.
La falta de continuidad entre los comprimidos no ha difi-
cultédo el revela&o,'debiendo para ello preparar‘comﬁrimi-
dos de superficies, superiof e inferior, planas y parale-—
las. |

ia elucidn del producto se ha realizado con gran fa-
ciiidad:y rendimiento, sin la pérdida de adsorbente que
ocasiona el raspado convencional, ni la posible contamina-

cién de la zona de trabajo si el producto es tdxico.



RESUMEN Y CONCLUSIONES

R

" Se han desarrollado nuevos métodos de cromatogra
fia en‘capa fina que suponen diversqs me joras en cuanth
al nlmero de platos tedricos, revelado (o desarrollo) ’
de productos volAtiles, aplicaéién, separacién y detec

cidn de productos radiactivos, as{ como en la aplicaeibn -

y separacién a escala preparativa.

Dentro del &mbito de mejorar la»reéolucién de la -
separacién, ge ha estudiado un método que permite efec-
tuarﬁtres revelados sucesivos, sobre direcciones distin
tas en la misma placa, empleando diferentes disqlventes-
(c.f. Cap. II). Para ello se distinguen sobre la placa
varias zonas, segin se aprecia en la Fig. 1, para los
tres revelados del producto a Separaf y para los del
producto de control. Con la eliminacidn de las partes
ya utiliZadas de la placa, .después de cada revelado (Fi-
guras 2 y 3), asi como .el cambio de direccidn de éste,
se logra aumentar las poéibilidades de separacién délos
componentes de una mezcla, gracias al aumento correspon
dienté del ndmero de platos teéridos; se consigue asi
un efecto andlogo al de la_cromatografia llamada "multi
-dimenéional”, es decir, hasada en el empleo de diferen-
tes técnicas cromatogrificas, mientras que se evitan las
pérdidas de prodﬁcto resultantes del traslado del dispo

sitivo instrumental propio de una técnica al de otra.



La bondad del método se ha demostrado aplicéndolo
a tresg casos: determinacibn cuantitativa del nimero de
platos tebricos en el desplazamiento de un solo componen
te y comparacién con los valores obtenidos en cromabogtg
fia convencionalj; separaci6n‘de‘un colorante (rojo congo)
a pértir de su mezcla con otros nueve y, por ﬁltimo, se-
paracidén de un auminobcido (dcido glutdmico) en presencia
. de otrbs 18. IEn el primer caso se alcanzan 9000 platos
tedricos frente a los 1200 y 4750 obtenidos en el revela
do convencional eh una y dos direcciones respectivanente,
contribuyendo a éste resultado el efecto de contfaccién
de la superficie de la mancha pr0pioide los cambios de
direccién en el curso de la cromatografia; se demuestra,
ademés, qué este aumento puede ser utilizado ventajosa-
mente para incrementar la cantidad de-producto deposita¥
da en la capa, pues, si bien disminuye paralelamente él
nimero de platos te6ficos, (Tabla II.I), los dos efectos
se compensan,llogréndOSe eficacias aceptables de separa-
c¢idn con cantidades comparativamente.eievadas;de produc-
t0., En el segundo caso se.logra_la separacién progresiva
‘del rojo congo de grupos de colorantes, a pesar de que
los valores experimentales del Rf frente a los disolveﬁe
tes empleados (Tablé,II.II), hacian imposible la separa;
cidén por un procedimiento convencional; se alcanza, ade-
més, una excelente ?esolucién respecto al colorante (né—
ranja de béncilo) Que sigue mis de cerca al rojo congo a

lo largo de la cromatograffa realizada segin el método



aquf descrito. Se obtienen resultados muy similares en
el tercer caso, mezcla de aminodcidos, cuyos valores

-experimeﬁtales del Rf se reéogen'en la Tabla II.IV.

Para‘eyitér la utilizacidn de placas de grandes
dimensiones - y las cémaras de revelado correspondien
tes = en el‘caso de necesitar capas con gran cantidadi
de platos tebricos, o la acumulacidn de producfos no
visualizados en el frente del disolvente, si se recurre
"al revelazdo en flujo continuo, puede rasparse parte del
adsorbente de una placa convencional para que la capa
adopte la forma indicada en la Fige 4 (co.fe Cap. III).
"El recorrido efectuado por él disolvente y los produce
~ tos durante el revelado aumentard considerablemente, fa
ciliténdose la separacidn. Sin embargo, la introduccidn
de zonas curvas en el recorrido cromatogréfico-puede per-
turbar la eficacia de la sepéfacién, si no se presta,ateg
cibén a la forma de dichazs zonas; ahora bien, el estudio
de lo que ocurre en séis casos considerados como tipicos
ha permitido determinar cual es la forma que produce 1la
perturbacién minima en la altura del plato tedrico (Fig.5
y Tabla III.I); como la forma en cuestibén lleva consigo
el estrechamiento de la capa, el estudio de este parime—
tro ha permitido determinar su influenqia en 1a}ef;cacia
de la resolucibén y en el Rf (Fig, 6 ¥ Tabla III.II). Se

efectla el revelado de diversos colorantes por cromatogra~

fia normal ascendente, normal en flujo continuo y por el



' sistema~estudiado (Fié. 7), observindose la total séparg‘
/cién de los productos en este sistema, Asimismo,'se efec
tla el revelado de diversos aminocidos consiguiendo su
separacién (Tabla III.IV). Ll nfmero de platos tedricos
obtenidos en el révelado de ‘colorantes con un recorrido
del frente del disolvente de 54,4 cm es de 7260, mientras
que, en una cromatografia normal‘efectuada en las mismas
condiciones experimentales pero con un recorrido del di-"

solvente de 13,3 cm, se obtienen 2900.

La separacidn por C.C.F. de'produétos volatiles
-~ con p. de e. del orden de 100°C - tropieza con la difi.
cultad de que, debido a tener que evaporar la fase 1iqui
da utilizada, estos productos volétiles son también;eva-
porados, impidiéndose su visualizacibén. Por otra paite,
la difusién de los productoskentre las fases sflida y 11~

quida es lenta, 1o que impide su rapido revelado.

Si hacemos pasar un gas = 0 una.meécla de un gas

y vapor de disolvente = por una camara formada por la ca-
pa adsofbentg y una cubierta provista de'una cavidad lon
zitudinal de poca profundidad, obtendremos un sistema cro-
matografico gas—sélido en capa fina; aplicando la mezcla

de productos a separar en un extremo, podrembs revelar los
difegentes productos (que permanecerén sobre la capa para
ser,visualizadosvQosteriormente), resolviéndose de esta for
ma les dificultades antes mencionadas. El montaje utiliza

do para el paso del gas por la capa fina es el indicado en ‘



la Fige 8 (c.f. Cape IV) y la clmara es una prensé de

la forma indicada en la Fig., 9 (vista lateral).

Para conocer el funcionamiento éel procedimien
to estudiado y los resultados que se obtendrian en di
ferentes condiciones, se estudian diversés gases, mez-
clas de gases y vapores, capas adsorbentes y productos

aplicados, segin se indica en la Tabla IV.I.

Se efectllan, asimismo, diferentes revelados de
nitrobenceno en capas de rel de silice .y bajo diferen~
tes cdndiciones, para conocer 1a respuesta del sistema
estudiado, utilizando como gas portador nitrégéno con
vapores de metanol, De esta forma se obtienen las gré—
ficas de las Figs. 10, 11, 12, 13, 14 y 15 en las que
‘se estudia la variacién de la distancia de retencién |
(QR) - o distancia recorrida por el producto desde su
pﬁntolde aplicacién - én funcidn de la temperatura del
saturador, la altura del disolvente en el saturador, la
temperatdra de la cénara,‘el tiempo de revelado, el cau
dal de ~as portador & las dimensiones de la altura de

la cAmara respectivamente.,

Se estudian, también, las condiciones més adecug.
das para la obtencién de manchas de poca longitud, sien
do para ello necesario céudaies bajos de gas, tiempos
pequeiios y temperaturas altas; de tbdas formas-la efi-

cacia es menor que en la C.C.F. clisica.



Finaimenté se efectlla el revelado de diferentes
mezclas de'productos a tenperatura ambiente y & 50°C,
separando en 10 minutos nezclas dé~product03 tales como
el tolueno, que no es visualizable en C.C;F. normal por

evaporarse con la fase mévil 1{quida.

Las experiencias realizadas indican que el pro-
cedimiento estudiado no se basa en una simple destila
cidn - por no haber relacibn entre los valores obtenidos
de dp y los ﬁuntos de ebullicién de los productos separa
dos - sino en la adsorcibn, afirmacién justificada por
el hecho de obtenerse separaciones cromatocrificas en
capas de gel de sf{lice y aldmina, mientras que, en capés

deréelulosa, se produce una larga estela,

Si en una cémara cromatogréfica prepérada para el
revelado en flujo continuo (Fig. 16, c.f. Cap. V),sé si-
tda uh.detector adecuado para productos radiactivos por
encima del punto de ap;icacién dé l1a capa, al revelarse
los diferentes'productos-serén detedtados y’registrados
dindmicamente por separado, aanque posteriormente se
unan en el frente del disolvente. La cémara preparada
tiene una rehdija en la parte suberior para que sbbresa;
g2 la placa y pueda producirse la evaporacién del frenté
del disolvente, mientras que en la parte 1atefal, ppovig
ta de otra rendija, ge aloja uh tubo Geiger-iuller unido

. I 4 .
a un registro grafico.

La velocidad de recuento obtenida con este dispo



sitivo depende de la distancia detector-capa cromato
grifica , del difmetro de la fuente radiactiva (en es
te caso constitufda por la mancha cromatogrifica),
de la interposicidén de una l4mina de plésfico protec
-tora de la ventana del detector frente a los vapores
de disolvente, asi como ael espesor de la capa y de.
la naturaleza de ésta y del disolvente, Estudiados
todos estos efectos (Tablas V.I a V.IV) y obienidas
las condiciones dptimas de trabajo, se ha aplicado el
procedimiénto a la determinacidn de la pureza radio-
quimica de un compuesto marcado con carbono;14, obte
niéndose una considerable mejora en‘el'tiaqpo de eje~
cucibn. De esta forma se ha estudiado la pureza radio-
'qaimica de un acetato sédico marcado con carbono-14
(Fige 17). EL tiempo utilizado en su revelado y detec

" ¢idén ha sido tres veces menor que en C.C.F, clasica.

En la realizacién de una cromatografia en capa
fina es del mayor interés lograr la mixima eficacia
en la separacidn de los componentes y la maxima sensi-
bilidad en la detecdiénfde éstos; ambos parimetros se
traducen en la necesidaa de hacer minimas la longitud
y superficie de la mancha correspondiente a cada com-
ponente, lo cual depénde de las condiciones de aplica=-
cibén de la mezcla a separar y de su revelado, que deben
realizarse de modo tal que sea minima la difusién de

los componentes en el material cromatogrifico. Con es-



- te fin se han estudiado (c.f. Cape. VI) 16 métodos’di—l
ferentes de aplicacién y revelado, unos originales y
otros tomadoslde 1a bibliografia, aplicando di§ersas
cantidades de tres colorantes; en todos ellos se ha
procurado obtener aplicaciones de reducidas dimensio-
nes o evitar la difusién de los productos durante el
revelado (Figs. 18, 19, 20, 21 y 22), Los resultados
 obtenidos (Tablas VI.I y.VI.iI) demuestran que, para
hacer minima la longitud de la mancha o, lo que es lo
mismé, la altura del plato tebdrico, la mezcla a sepa-
rar debe aplicarse en forma de una banda estrecha, pa-
ralela a la base de la placa y situada a una distancia
de la superficie del disolvente, mayor de lo habitual
(situacién representada por m—2 en 1a Fig.21) con 1o que
se consigue una reduccidén en la altura del plato tedri
co dél 30 %. Por otro lado, se lbgra la superficie 9i—
nima utilizando para la cromatografia una capa estre-—
cha (é.f. kléh‘la Fig. 20), de esta forma la reduccidn

obtenida en la superficie es del 56 %. ;

La cromatografiz de adsorcidn en capa fina en=-
 cuentra amplia aplicacién también a escala preparativa,
si bien entonces la capacidad de résolucién del sistema
resulta considerablemente perturbada por la dificultad
de aplicar el producto a separar‘en forma de linea es—‘
“trecha con una concentracién, en la solucibn de partida,v

compatible con la capacidad de adsorcién del soporte.



Constituye otra dificultad 1a recuperacién de los compo
nentes, una vez separados, soﬁrg todo cuando su manejo
entrafia un peligro, como es el caso de los productos té
Xicos o radiactivos. Ambas dificultades se pueden solveg
tar utilizando una capa no plana, sino tubulér (c.f.
Cap. VII), cénstituida pof comprimidos taladrados de ma .
térial adsorbente que facilitan 1la aplicacién de la mues
tra y la separacién de los difefentes productos dgépués
del revelado; el conjﬁnto de la capa y su soporte se in

dica en la Fig. 23.

Se ha estudiado la preparacibn de,comprimidbs,

utilizando 30 tipos de adsorbentes, diversas presiones

¥ 200 mezclas diferentes de los mismos para preparar una
serie de comprimidos adecuados ﬁara los d;versos proble- ;
‘mas que puedan plantearse (c.f. Tabla VII.I). La apliéa
c¢ibdn de la solucidn con 1a mezcla de productos a separar
se efectua segin se 1ndloa en la Fig. 24; de esta. forma,
las dimensiones de la zona de aplicacién no serén supe-
riores al espesor del compfimido. ﬁna vez montada la ca-
pa, revelada, seca y visdalizéda, Se separan ios cOmpri-v
midos que contengan el prodﬁcto a estudiar y se elu&en
con el dispositivo de la‘Fig. 25, pasando el liquido elu

yente con el producto al vaso inferior,

‘Cabe utilizar la misma técnica bésica para efec—
tuar cromatografias descendentes con el montage de la

Fig. 26, pudiendo recogerse el 1liquido elufdo con un co-



lector de fracciones. La cromatograffa en flujo conti-
nuo. puede realizarse segﬁn‘se indica en la Fig. 27, eva .
porandose el exceso de disolvente en la parte superior
de la cédmara. En 15 Fige. 28 se indica el estudio compa-
rativo efectuado entre‘capas anal{ticas y preparativas
planas, y preparativas formadas por comprimidos, pafa
la separacibn del colorante amarillo dimetilo de otros

. . . )
dos colorantes considerados como impurezas.

De todo ello cabe establecer las CONCLUSIONES si-

guientes:

12,~ La resolucidén de la separacidn y el rendi-
miento en la recuperacibén de los productos separados
se puede mejorar considerablemente mediante reVelados
sucesivos sobre la misma capa bajo diferentes &ngulos,
sin acudir a la transferencia de‘productos propia de la
llamada'cromatografia "multidimensional". Esta mejofa :
en la eficacia es debida,yno solo a qué el recofridoA,
sobre la capa es mayor sino, ademész a Que los cambios
de sentido de los disolventes durante los diferentes re
velados, ﬁroduoen un acortamiento de las manchas con_el
consiguiente aumento en el nimero total de platos teéfi

COS.

28,- Utilizando capas de gran longitud en forma
de "Z" se consigue aumentar varias veces el nimero de

platos.teéricos, sin necesidad del .empleo de placas de



grandes dimensiones, siendo mejor 1a resolucidn de la

separacién. La zona curva, y mds estrecha, de la capa,
no solo no produce una disminucidn en el némero de pla
tos tebricos de la capa, sino que en algunos casos los

aumenta.

32.~- El empleo de un gas o vapor como. fase mévil
hace innecésafia la evaporacién del disoi%ente'revela— ‘
dor, lo cﬁal permite separar productos mis voldtiles
que con el método usual deAC.G.F.; ademés, aumenta asi
la rapidez del revelado como consecuencia de la mejor
difusibn de los productos entre las fases sélida y ga-
seosa. El proceso estudiado es de separacién por adsor
cién ya que, cuando se utilizan capas de celulosa en
vez de gel de sflice o allmina, se obtienen manchas
alargadas que ocupan por completo la capaj; ademés,cuag
do se efectuan separaciones con‘diferentes productoé,
se observa que la relacidn entre 1oslvalores de las
distanecias de retencién de los productos separados, es
del mismo orden que la relacién entre los valores del
'Rf cuando la separacién se efectia por C.C.,F, normal
de adsorcibn. El proceso no es una simple destilacibn,
ya que, en las separaciones efectuadas con diferentes
productos, no se ha observado ninguna relaciéhﬂventre
"los puntos de ebdl;icién de los productos y las distan
cias de retencién obtenidas. Deben utilizarse caudales

bajos de gas portador, alturas pequeflas entre la capa



¥y la cavidad por la que pasa el gas, y tiempos de revela
do medios para que la eficacia de la separacién sea»épti

ma.

48 ,~ La deteccidn de productos radiactivos duran-—
te su revelado puede hacerse situando un detector de ca-
racteristicas convenientes en la propia cémara cromatogri
fica, por encima del punto de apliéacién de la mezcla a

"resolver; de esta forma pueden medirse los productos ra-
diact}vosk en el revelado en flujo continuo, Cuando el
revelado transcurre normalmente, la conexién‘del detector
a un registro grafico evita la habitaal.exploracién de la
placa después del revelado. Los adéorbentes y disolventes
utilizados en el revelado produéen una absorcién importan
te de las particulas beta emitidas por el producto aplica
do, pudiendo medirse, no obstante, el carbono-14 con una

actividad del orden de 0'05 pCi.

. 58,- El empleo de capas de pqcavanchura evita 1la-
\difusi6n lateral y permite obtener manchas de poca super-
ficie y por consiguiente, de mis fécil visualizacibn, Pa-
ra obtener cromatogramas eficientes es necesario disminuir
la cantidad del producto aplicado por unidad de anéhura
~ de la aplicacién; Aunque la éplicacién‘se concentre en una
linea horizontal, las manchas tienden a ocupar después del
revélado los mismos platos tebricos que en el caso de una

aplicacibdn normal.



68.— La utilizacidn de comprimidos de material
adsorbente, con un orificio céntral, permité formar
capas tubulares que ofrecen las siguigntes ventajas
respecto a las capas planas comunes y a los lechos ci
1indricos propios de la cromatograffa convencional en
columna: a) facilidad y rapidez en la separacibn de la
parte de la capa donde se ha acumulado un producto pa
ra su elucién o para someterlo a un nuevo revelado;
b) facilidad, en este Gltimo caso; para insertar los
comprimidos en una nueva capa constitufda de la misma
forma con distinto adsorbente; c¢) facilidad de aplicar

el producto en forma de banda muy estrecha.




-
-

BIBLIOGRAFIA

Ackermann, G.,y Frey, H.P,; J. Chromatog..33 (1968) 53.

Ackman, R.G., y Burgher, R.D.; Anal, Chem. 35 (1963)
647, |

Anet, E.F.L.J.; J. Chromatog. 9 (1962) 291.

Angoso, M., Martin, J., Jimeno, F.,y Pérez, M.;Anal.
'R.S. Esp. Fis. Qui. 68 (1972) 159.

Angoso, M., Jimeno, F., Grau, A.,y Dominguez, G.; J.
Radioanal. Chem.. 13 (1973) 149.

Arx, E.,V.,y Neher, R.; J. Chromatog. 12 (1963) 329.
Ayers, C.W.; Mikrochim. Acta 9 (1956) 1333.

Bacon, M.F.; J, Chromatog., 16 (1964) 552,

Badings, H.T.; J. Chromatog. 14 (1964) 265.

Baret, C., y Pichat, L,; Bull, Soc. Chim, Fr., 18

(1951) 581.

Barrett, C.B., Dallas, M.S.J.,y Padley, F.B.; Chem.
Ind. (London) (1962) 1050.

Bekersky, I.; J. Chromatog. 12 (1963) 412,

Berger, J.A., Meyniel, .G., et al.; Bull., Soc, Chim.
France (1963) 2662,

Berthold, I.; Z. Anal. Chem.. 240 (1968) 320.

Berthold, F.,y Wenzel, M.; Instrum. in Nuclear Me-
~ dicine, 1 (1967) 251.
Bevenué, A., Kelley; TeWey ¥ Hygiin, JeWe; Jo Chromatog.
54. (1971) 21. | |
Boag, J.W., Bond, P,S., et al.; J. Chromatog. 73
(1972) 265. -



Bobbitt, J.M,; "Thin-Layer Chromatography", Reinhold
Pub. Co., New York (1963) 79.

Bobbitt, J.M.; Ibid (1963a) 115. _
Boucke, G.; Atompraxis, 11 (1965) 263.

Blhnden, G., Hardman, R,y Morrison, J.C.; J Pharm.
Sci. 56 (1967) 948.

Braun, D.,y Geenen, He; Jo Chromatog. 7 (1962) 56.

Bremner, M.,y Niederwieser, A.; Experlentla 17 (1961)
237.

Brenner, M., N1ederw1eser, A., et al.; Experlentla 18
(1962) 101.

Bridger, V.E.,y Relph, S.J.; Britisk Patent Appl.
54215/65 y 40136/66. Informac.: Burkard, '
Rickmansworth, Herts, V.K.

Brown, T.I.,y Benjamin, J.; Anal. Chem. 36 (1964) 446.

Bulenkov, T.I.; 3urnal analiticeskoj chimii. 33 (1968)
348. ’

Bush, I.E.; "Chromatog. of the Steroids"; Pergamon
Pregs, Londres (1961).

Carreau, J.P.,y Raulin, J.; H3J. Chromatog. 15, (1964)

- 186.

Claesson, S.; Arkiv Kemi, Mineral. Geol.; 23 A, N9 1
(1946). ‘
Coffey, R.G,,y Newburgh, R.W.; J. Chromatog. 11 (1963)

376. ‘

Cooper, G., Corner, J.J.,y Swain, T.; Z; Naturforsch,
27b (1972) 943. |
Cremer, E., Kraus, Te., y Nau, H.; Z. Analyt. Chem. 245
(1969) 37.

Cremer, E., Deutscher, F., et al.; J. Chromatog. 48
(1970) 132,



Chapman, L.R.; J. Chromatog. 66 (1972) 303.
Dallas, M.S.J.; J. Chromatog. 17 (1965) 267,
Dallas, M.S.; J. Cﬁromatog- 33 (1968) 58.

Dallas;.M.S.; J. Chromatog. 33 (1968a) 193.
Danielsson, C.E.; Arkiv Kemi, 5 (1952) 173.

Davis, A., Roaldi, A., y Tufts, L.E.; J. Gas Chroma-
tog. 2 (1964) 306.

Davidson, J.D.,y Oliverio, V.T.; "Advances in Tracer
Methodologyy Vol. 4, New York; Plenum Pub. Co.,
(1968), 67. | |

Determann, H., Wieland, Th.,y Liben, G.; Experientia
18 (1962) 430. |

. Dhont, J.H., Mulders - Dijkman, G.J., et al.; J.
Chromatogr. 52 (1970) 429.

Dijk, J.H. van; Z. analyt. Chem. 247 (1969) 262.

Dyer,T.A.; J. Chromatog. 11 (1963) 414.

Edgar, D.; J. Chromatog. 43 (1969) 271,

Eisenbeiss, F.; Chemiker-Ztg. 95 (1971) 237.

Eisenberg, F. Jr.; J. Chromatog. 9 (1962) 390.

Fairbairn, J.W.; "Quantitative'Paper and Thin-Layer
Chromatography", Editor: Shellard, E.J., Acadg
mic Press. London-New York, (1968) 1-15,

- Fishbein, L., y Fawkes, J.; J. Chromatog. 19 (1965)1

364. ‘

Fosslien, E., Musil, F.,et al.; J. Chromatog. 63 (1971)

131,

Franc, J.,y Hajkova, M.; J. Chromatog., 16 (1964) 345..

Frank, M., Chain, E.B., et al.; Selected Scientific
Papers, Instituto Superiore di Sanita, II, (i)

(1959) 75.



Freeman, C.P,,yWest, D.; J. Lipid Res., 7 (1966) 324.

Frei,'R.W.; En "Progress in Thin-Layer Chromategraphy
and Related Methods", Vol. II, Editores:
Niederwiser y Pataki, Ann Arbor (1970) 1-61.

Frodyma, M.M., Frei, R.W.,¥ Willlams, D.Je; Jdo
Chromatoge. 13 (1964) 61.

Génshirt, Hey, y Morianz, K.; Archs, Pharm. 293. (1960):
1065.

Gasecd, L.; "Teorfa y Préctica de la Cromatografia en
Fase Gaseosa", Ediciones J. E N., Madrid (1970),
- pags. 127 y 147.

.Gault, H., y Ronez, C.; Bull. Soc. Chim. France, (1950)
597. |

Geiss, F., Schlitt, H.,y Klose, A.; Z. Analyt. Chem.
213 (1965) 321.

Geiss, F., Schlitt, H.,y Klose, A.; Z. Analyt. Chem.
213 (1965a) 331. |

Geiss, F.; J. Chromatog. 33 (1968) 9.

Geiss, F;,~y'Schlitt, Ho; Chromatographia 1 (1968a)
392 - |

Gilbert, .C.W.,y Keene, J.P.; Editor: Exfermann, R.C.,
"Radioisotopes in Scientific Research", Proc.

UNESCO Int. Conf. Parfs (1957) Vol. I, Pergamon
Press, London. (1957) pag. 698.

Griesener, E.C.; J. Chromatog. 32 (1968) 278.

Grindlay, J.W.,y Wright, J.C.; Chem. and Ind. (1966)
1377, | |

Haaht, E., Vihko, R., et al.; J. Chromatog. Sci. 8
(1970) 370,

Haahti, E., Vihko, R., et al.; J.. Chromatog., Sci. 8
(1970 ) 370.



Hais, I.M.; J. Chromatog., 48 (1970) 200.
Halpaap, H.,y Bausch, H.; J. Chromatog. 48 (1970) 144.

Haluk, J.P,, Duval, C., y Metche, M.; Chrom. Symp., VI
Bruxelles (1970) 431.

. "Handbook of Chemistry and Physics", 44 th. Edition,
Bd.: The Chemical Rubber Pub, Co., Cleveland (1963),
" pags. 2617 y 2623.

Hara, S., Yomazaki, S.,y Ichikawa, H.; Chem. and Ind.
(1969)- 1657. |

Hariharan, P.V., Poole, Gey ¥ Johns, H.E.; J. Chromatog.
32 (1968) 356.

Harris, M.J., Stewart, A.F., y Court, W.E.; Planta Med.,
16 (1968) 217.

Hathway, D.E.,y Seakings, J.W.T.; Biochem. J. 72 (1959).
369. |

Hesse, G., y Alexander, M.; Journées Intern. Etude
Methodes Séparation Immediate Chromato Paris
(1961} 229 (Publi. 1962).

Hesse, G., Engelhardt, H;,y Kaltwasser, R.; Chromato-
graphia 1 (1968) 302,

Hilton, J., y Hall, W.B.; J. Chromatog, T (1962) 266,
Hirayama, K.; J. Chromatog. 26 (1967) 276. '
Honegger, C.Ge; Helv. Chim. Acta 44 (1961) 173.

Horhammer, L., Wagner, H., y Bittner, G.; Deut.
Apotheker 14 (1962) 148.

Huber, We s Chromatographia. 1 (1968) 212
Huber, W.,y Frlcke, H.; Chromatographia 3 (1970) 121,

Huttenrauch, R., Klotz, R. L.,y Mhller, We; Zo Chem. 3
(1963) 193.

James, D.H.,y Phillips, C.S.G.; J. Chem. Soc. (1953)
1600,



Jandk, J.; J. Gas Chromatog. 1 (10) (1963) 20.

Jandk, J.; J. Chromatog. 15 (1964) 15.

Jandk, J., y Kubecovd, V.; J.Chromatog. 33 (1968) 132,
Janék, Je; J.Chromaotg. 48 (1970),279' |

Jandk, J.; en "Progress in Thin-Layer Chtromatography
and Related Methods", Vol., IT, Editores:
Niederwisser y Pataki, Ann Arbor (1971) 63-91.

Janchen, D.; J. Chromatog. 33 (1968) 195,

Janchen, D.E.; en "Quantitative Papér and Thin-Layer
Chromatography", Editors: -Shellard, E.J., Academic
' Press. London-New-York (19683)71-78.

Jimeno, F.; Informe int. JEN, Qr0703/I-14 (1972).

Johnson, C.A.; en "Quantitative Paper and Thin-Layer
Chromatography", Editors Shellard, E.J., Academic
. Press. London-New York (1968) 101-106. '

Jordan, D.M.; J.Chromatog. 57 (1971) 427.

Jork, He; III Int%rn. Sympe f. Chromatogr., Brussel.
Symp, Bericht (1964) 295.

Jork,~H;; Pharma.'International 4 (1968) 12,

Jork, He; en "Quantitative Paper and Thin-Layer
Chromatography, Editor: Shellard, E.J. Academic
Press. London-New York (1968a) 79-89.

Kaiser, R.; Z. Analyt. Chem., 205 (1964) 284.
Kaiser, R.; Chimia 21 (1967) 235.
Kaiéer, R.; Chemistry in Britain 5 (1969) 54.

Kartnig, T,y Mikuhe, %.; Mitt. Zbl. Pharm. Labordiagn.
109 (1970) 215.

Kaufmann, H.P.,y Makus, Z.; Fette, Seifen Anstrichmittel
62 (1960) 1014. |



Kaufmann, H.P,,y Khoe, T.H.; Fette, Seifen,
Anstrichmittel, 64 (1962) 81,

Kaufmann, H.P., Mukherjee, K.O.,y Khalid, Q.; Fette,
Seifen, Anstrichm., 69 (1967) 820,

Keck, K.,y Hagen, V.; Biochim, et Blophys. Acta 8T
(1964) 685.

Kelly, R.G.,Peets, E.A., et al.; Anal. Biochem. 2
(1961) 267.

Kirchner, J.G., Miller, J.M.,y Keller, G Je; Anal,
- Chem., 23 (1951) 420,

Kirchner, J.G.; J. Chromatog. 63 (1971) 45,
Klaus, R.; J. Chromatograph. 16 (1964).311.
Knight, H.S.; Anal. Chem. 30 (1958) 2030.
'Knighf, C.S.; Nature 199 (1963) 1288,

Kramer, J KeGey Schiller, E. O.,et al.; Anal, Chem,
36 (1964) 2379.

Kubelka, P.; J. Opt. Soc. Am. 38 (1948) 448.
Kynast, G.; Analyt. Chem. 256 (1971) 20,

Lenk, H.P, { J. Chromatog. 43 (1969) 350.

Lenoir, J.; Bull. Soc, Chim, France, 9 (1942) 475.
Libby, R.A.; Analytic. Chem. 40 (1968) 1507.
Lichtenberger, W.; Z; Anal. Cheﬁ. 185 (1962) 111.
Lie, K.B.,y Nye, J.F.; J. Chromatog. 8 (1962) 75.

Liebmann, R.;y Schuhmann, H.; Chem. Techn., 19 (1967)
693. :

Lthi, U.,y Waser, P.G.; Nature 205 (1965) 1190.
Macek, K.; J. Chromatog, 33 (1968) 332.
Mangold, H.K.; J. Am. Oil Chemists' Soc. 38 (1961) 709.



Mangold, H.K.,y Kammerech R.; Chem. Ind. (London)
(1961a), 27, 1032,

‘Marcucci, F., y Mussini, E.; J. Chromatog. 11 (1963)
270, '

Marian, M.; J. Chromatog., 42 (1969) 117.
Marino, V.S.; J. Chromatog. 46 (1970) 125.

Markovetz, A.Je.,y Klug, M.J.; J. Chromatog. 36 (1968)
341,

Martinek, K.A.; Mikrochim. Acta (Wien) (1971) 877.
Matthias, W.; Naturwissenschaftén 41 (1954) 17.

Mckibbins, S.W., Goyan, J.E.,y Paul, A. G., Je Chromatog.
5 (1961) 207.

Milborrow, B.U.; J. Chromatog. 19 (1965) 194.

- Miller, J.M.,y Kirchner, J.G.; Anal. Chem. 23 (1951)
- 428, '

Mitchell, H.K., Gordon, M., y Haskins, F.A.; J. Biol,
Chem, 180 (1949) 1071. -

Morgan, M.E.; J. Chromatog. 9 (1962) 379.
Mori, I., y Chikui, S.; J. Chromatog. 20 (1965) 62T«
Morris, L.J.; Chem. Ind. (London) (1962) 1238,

Mottier, M., y Potterat, M.; Anal. Chim, Acta 13 (1955)
46,

Musgrave, A.; J. Chromatog., 41 (1969) 470,
Muzzarelli, RoA,A.; Talanta 13 (1966) 639.

Oswald; N.,y Fllck, H;; Sci. Pharm. 32 (1964) 136;
Padley, F.B.; J. Chromatog. 39 (1969) 37.

Peifer, J.J.; Mikrochim. Acta (1962) 529.

Petit,'J., Berger, J.A., et al.;-J. Chromatog. 39
(1969) 167.



Phifer, L,H.,y Plummer, H.K. Jr.; Anal. Chem, 38‘
(1966) 1652,

Prochazka, Z.; J. Chromatog. 48 (1970) 113.

Prydz, S., Melo, T.B.,¥y Koren,,J.F.;'J. Chromatoge.
59 (1971) 99. |

Pullan, B.R.;'en “Quantitative Paper‘ahd Thin-Layer
Chromatography", Editor: Shellard E.J.,
Academic .Press, London-New York (1968) 23-133.

Pumphrey, A.M.; Biochem. J. 102 (1967) 30P.

Purdy, S.J.,y Truter, E.V.; Analyst 87 (1962) 802,
Purdy, S.J.,y Truter, E.V.; Lab. Pract, 13 (1964) 500,
Raaen, H.P.; J. Chromatog. 44 (1969) 522. |

Radomski, J.L,,y Rey, A,; J. Chromatog. Sci. 8 (1970)
108.. '
Randerath, K.; "Thin-Layer Chromatography”, Academic
i Press, New York-London (1963).

Rink, M.,y Hermann, S.; en "Thin-Layer Chromatography"
| 12 Ed. Editor: Stahl, E., Springer-Verlag,
Berlin. Academic Press, New York (1965) 468.
Ritter, F.J.,y Meyer, G.M.; Nature, 193 (1962) 941.
Rdder, E.,y Mutschler, E.; Arch. Pharm. 303 (1970) 637.

Réder, E.; en “Progress in Thin-Layer Chromatography
and Related Methods", Vol., II, Editores:
Niederwiser y Patakj,Ann, Arbor (1971) 93-104,

Rosmus, J., Pavlicek, M. y,Deyl, Z.; en "Thin-Layer
Chromatography", Editor: Marini-Bettolo, Elsevier
Pub. Co., London (1964), 119. ;

Roucayrol, J.C., Bergner, J.A.;etfal.; Intern. J. Appl.
Radiation 'Isotopes 15 (1964) 671.



Rybieka, S.M,; Chem, Ind. (London) (1962) 308.

Salo, T., y Salminen, M.; Suomen Kemlstllehtl, A 37
(1964) 161,

Sandroni, S. y Schlitt, He; J. Chromatog. 52 (1970) 169,

Schneck, L., Pourfar, M., y Benjamin, A., Je L1p1d Res,
11 (1970) 66.

= Schulze, P,E. y Wenzel, M.; Angew Chem. Inter. Ed.
~ Engl. 1 (1962) 580.

Schwartz, J.H.; J. Chromatog. 30 (1967) 619.
Sheen, B.; J.Chromatog. 60 (1971) 363.

Singh, E.J. ¥y Gershbein,iL.L.; Jo. Chromatog. Science, 8
(1970) 182.

Snydef, Fe.; Anal, Biochem. 9 (1964) 183.

Snyder, F.; Radiois, Sample Meas. Tech, in Medicine
~ and Biology, Sympos. Proceed. Vienna, May 24-28
(1965) (Vienna: IAEA, 1965) pags. 521-=533.

Snyder, F.; Anal, Biochem., 11 (1965a) 510;

Snyder, F.; Separ, Sci., 1 (1966) 655.

Snyder, L.R.; Anal. Chem, 39 (1967) 698.

Snyder, L.R.; Anal, Chem. 39 (1967a) 705.

Snyder, F., y Cress, E.A.; Clin. Chem. 14 (1968) 529.

Snyder, F.; "Progréss in Thin-Layer Chromatography'’ and
Related Methods" Vol. I. pdg. 53, Editores:
Niederwieser, A. y Pataki, G., Ed. Ann, Arbor-
Humphrey Science Pub., London (1970)

'Stahl, E.; Pharmazie, 11 (1956) 633.
Stahl, E.; Parflimerie v. Kosm. 39 (1958) 564.
Stahl, E.; Chemiker-Ztg 82 (1958a) 323.



Stahl, E.; Arch. Pharm. 292 (1959) 411.

‘ Stéhl, E.; Arch, Pharm. 293/65 (1960) 531,

Stahl, E.; Angew. Chem. Intérn. Ed. 3 (1964) 784.

Stahl, E.; Chem, Ingr. Tech., 36 (9) (1964a) 941.

‘Stahl, E.; "Thin-Layer Chromatography", 12 Ed.,
Springer-Verlag, Berlin, Academic Press,
New York (1965). »

Stahl, E,y Vollmann, H.; Talanta. 12 (1965a) 525.

Stahl, E.; J. Chromatog. 37 (1968) 99.

Stahl, E.; "Thin-Layer Chromatography", 22 Ed.,

Springer—Verlag, Berlin-Heidelberg-New York
(1969).

Stanley, W.L.,y Vannier, S.H.; J. Assoc, Offic. Agr.
Chemists.; 40 (1957) 582.

v

Stegemann, He,y Lerch, B.; Anal, Biochem. 9 (1964) 417.

Stupnicki, R.,y Stupnicka, E.; J. Chromatog. 21 (1966)
150, ' ‘

Stutz, M.H., Ludemann, W.D.,y Sass, S.; Analytic. Chem.
40 (1968) 258, : ' '

Szekely, G.; J. Chromatog. 48 (1970) 313.

Taquitani, S.,y Matsuda, K.; Bunseki Kagaku, 14 (1965)
479, Ref. C.A. 63 (1965) 122956, '

Tayior, I.5.; Jo Chromatog. 37 (1968) 120.

The Radiochemical Centre; "Radiochemicals", Amersham ,
(1975) 6.

Tiselius, A., Drake, B., y Hagdahl, L.; Experientia, 3
(1947) 21.

TPocci, P.; Chrom, Symp, Bruxelles (1970) 222,
. Tore, J.P.; J. Chromatog. 12 (1963) 413.



Truter, E.; J. Chromatog. 14 (1964) 57.

Tsujino, Y., Imai, Y., et al; J. Chromatog, 42 (1969)
419. ‘ '

Treiber, L.R., Nordberg, R.,y Lindstedt, S.; J.
Chromatog. 63 (1971) 211,

Tsuda, T., Tokoro, N.,y Ishii, D.; J. Chromatog. 46
(1970) 241.

Turina, S., Marjanovic, V.,et al.; Anal, Chem, 36 (1964)
1905. ‘

- Turina, S., y Jamnicki, V.; Anal. Chem, 44 (1972) 1892,
Visser, R.; Analytica Chim. Acta 38 (1967) 157.

Wachter, H., Gitter, W., et al.; Z. Analyt, Chem. 248
(1970).331.

Wagner, H., Hbrhammer, Le,y Wolff, P.; Biochem, Z.,
334 (1961) 175. .

Weissberger, A,, Proskaver, E.S., et al.; "Organic
Solvents", Interscience Pub. Inc., New York (1955)
28 edic., pig. 219. &

Wieland, The,y Determann, H.; Experientia, 18v(1962)
431.

Winterstein, A., Studer, A., y Rliegg. R.; Chem, Ber.
93 (1960) 2951.

Wollenweber, P.; J. Chromatog. 7- (1962) 557.

Wood, B.A.; en "Quantitative Paper and Thin-Layer
Chromatography", Editor: Shellard, E.J. Academic
Press. London-New York (1968) 107-118.

Zechmeister, L., Von Cholnoky, L., y Ujhelyi, E.; Bull.
Soc. Chim. Biol., 18 (1936) 1885,

Zeeuw, R.A.; Analytic. Chem. 40 (1968) 2134,
Zeeuw, R.A.; J. Chromatog. 32 (1968a) 43.



Figura
Figura

Figura
. Figura

Figura
Figura
Figura
Figura

Figura
Figurs

Figura
Figura
Figura

Figura

Figura

Figura

6.
7.
8.

S.
10.

11,

12,
13.
14.

15.

16,

INDICE DE FIGURAS

Trazado sobre la capa, Primer
revelado‘...Q..............O.

Revelados intermedio y segun-

do.’...............0...0......

- Tercer reveladOeccececccccses

Disposicibn del adsorbente en
18. placa...’....QO....0.0....

Diferentes tipos de curvas es
tudiados..00.0.0........0....

Diferentes estrechamientos es
tudladOS.........o.-.........

Comparaclon con otros métodos
cromatogrificoSeeecceccecensce

Montaje para el paso del gas
por la camara cromatogréifica.

Cémara cromatograflca........

Distancia de retencidn (d )
en funcibn de la temperatura
del saturador (metanol)eesse

Distancia de retencidn (dg)
en funcidén de la altura del
disolvente en el saturador (me

ta.rl°1).oooooooooooo.o.ooooooo

Distancia de retencidn (dg)
en funclon de la temperatura

‘de 18. camal‘aOOOOOOOOOOOQOOOQO

Distancia de retencibén (dgr)
en funcién del tiempo de reve

1ad0"‘.'.......'..'.....0‘....

Distancia de reteneién (dr)
en funcién del caudal del gas
POrtadorececcsecccsccccccocecssce

Influencia de las dimensiones
de la altura de la clmara (Ay
sobre la distancia de reten-—
Cién (dR).Oi.........’..OOOO.

Cémara cromatografica provis-—
ta de tubo G=Meeeeeccocccscee

SITUACION

posterior a pAgina

54

54
55

70
1
-
74

85
86

91

93
93
94
95

96

110,



Figura

Figura
Figura
Figura
Figura
Figura

Figura
Figura

Figura
Figura

Figura

Figura

17.

18.
19,
20,
21,
22,

23.

24,

25.

26.

270

28.

Pureza radioquimica del aceta-
to sodico 140-1-..-.....-.-...

MétOdOSvé,vh, 2 ¥y Qﬂ..'ooooooo
Mét0dos e, £, 8 ¥ Nicevecocans
Métbdcs i, j, E Yy loooaoao-ooo

Métodos m=1, m=2, N ¥ DPecesecs
Variacibén del Rf con la tempe—

ratura...-....................
Soporte ycolumna..'."....'..

Aplicacibn de la solucibén so-
bre el comprimiGOecececececcocece

Elucidn de los comprimidoSee.ee.
Cromatografia descendente.....
Cromatografia en flujo donti-
nuo ascendente................

COmparacién entre diferentes.
tipOS de CAPABesccecccccccocce

~ SITUACION

posterior a pagina

117
121
122
123
124

124
131

138
151
© 151

152

155



