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CAPITULO I

TECNICAS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

1 . -  INTRODUCCION

La o r o m a to g r a f i a  en c ap a  f i n a  ( C .C .F . )  (T .L .C .  en 

i n g l e s )  e s  una  de l a s  t é c n i c a s  c r o m a to g r â f i c a s  que mâs am 

p l i a  d i f u s i ô n  h a  o b te n id o  en l o s  û l t im o s  a h o s  d e b id o ,  p o r  

un l a d o ,  a  l a  s e n c i l l e z  d e l  método y e x c e l e n t e s  r e s u l t a d o s  

o b te n id o s  y ,  p o r  o t r o ,  a  l o  econômico d e l  s i s t e m a  r e s p e c t e  

a  o t r o s  p ro o e d im ie n to s  u t i l i z a d o s .

Su u t i l i z a c i ô n  se  h a  e x te n d id o  de form a m as iv a  a  

t o d o s  l o s  campos de l a  i n v e s t i g a c i ô n ,  f a c i l i t a n d o  e l  e s t u ­

d io  de n u ev o s  p r o d u c to s  o aumentando su  p u r e z a ,  s ie n d o  u n a  

t é c n i c a  muy ad ec u ad a  p a ra  e l  e s t u d io  de p r o d u c to s  que s e  

m an ipu la i!  en pequenas  c a n t i d a d e s ,  como o c u r r e  con  g ra n  f r e  

c u e n c ia  en b i o l o g f a  y  f a r m a c o lo g ia .

La C .C .F .  c o n s i s t e  e s e n c ia lm e n te  en l a  s e p a r a c i ô n  

e n t r e  s£ de l o s  p r o d u c to s  de una  m ez c la  a p l i c a d a  s o b r e  un 

a d s o r b e n t e ( f a s e  e s t a o i o n a r i a )  d i s t r i b u i d o  de fo rm a  homog^ 

n e a  s o b re  un  s o p o r t e ,  r e v e l â n d o s e  e s t o s  p r o d u c to s  s o b re  l a  

c a p a  m e d ia n te e l  paso  de un d i s o l v e n t e  ( f a s e  m ô v i l ) # La mez 

c i a  de p ro d u c to s  a  s e p a r a r  s e  a p l i c a  c e r c a  de un ex trem o  de



l a  c a p a  fo rm ada  p o r  e l  a d s o r b e n te  ; i n t r o d u c ie n d o  e s t e  ex­

trem o  en un d i s o l v e n t e , a s c i e n d e  a  l o  l a r g o  de l a  c a p a  p o r  

c a p i l a r i d a d .  Al r e s u l t ado de e s t e  r e v e l a d o  se  l e  l la m a  

c ro m a to gram a. A o tu a lm en te  a  e s t e  t i p o  de o r o m a t o g r a f i a ,  y 

ju n to  con l a  o r o m a t o g r a f i a  en p a p e l ,  s e  l e  denom ina crom a 

t o g r a f l a  " en le c h o  p i a n o " .  Segun e l  t i p o  de c ap a  o d i s o l ­

v e n te  u t i l i z a d o s  se  pueden  e f e c t u a r  c r o m a to g r a f l a s  de a d -  

s o r c i ô n ,  p a r t i c i ô n ,  cam bio i ô n i c o  o f i l t r a c i ô n  p o r  g e l ;  p u -  

d ie n d o ,  as im ism o , s i  s e  com unica a  l o s  e x tre m o s  de l a  c a p a  

un campo e l é c t r i c o  a d e c u a d o ,  e f e c t u a r  s e p a r a c i o n e s  p o r  

e l e c t r o f o r e s i s .

La 0 . 0 . P . s e  i n i c i a  con l o s  t r a b a j o s  so b re  l a  s e ­

p a r a c i ô n  de p r o d u c to s  f â r m a c e u t i c o s  de I z m a i lo v  y S h r a i b e r  

en 1 9 3 8 . D espués de u n a  u t i l i z a c i ô n  e s p o r â d i c a ,  K i r c h n e r  y 

M i l l e r  l a  eraplean en 1951 de una  form a e x te n s a  y c o m p lé ta  

en l a  s e p a r a c i ô n  de t e r p e n o i d e s ,  u t i l i z a n d o  d i v e r s o s  a d s o r  

b e n t es  y e q u ip o s  p a r a  e l  r e v e l a d o .

S in  em bargo, su  a p l i c a c i ô n  m as iv a  e s  f r u t o  de l o s  

t r a b a j o s  de S t a h l ,  e l  c u a l  n o r m a l iz a  e l  tam ano y c a r  a c t  e-  ̂

r l s t i c a s  de l o s  a d s o r b e n t e s ,  a g l u t i n a n t e s  y s o p o r t e s ,  a n t e s  

d i f l c i l e s  de e n c o n t r a r  c o m e rc ia lm e n te  y de p r e p a r a r ,  d â n d o -  

l e  a  e s t a  t é c n i c a  e l  nombre a o tu a lm e n te  u t i l i z a d o  de G .O .P . 

P o s t e r i o r m e n te  han  s i d o  m i l e s  l o s  t r a b a j o s  de i n v e s t i g a c i ô n  

p u b l i c a d o 8 en l o s  que se  ha  u t i l i z a d o  l a  G .G .P .$ r e s o l v i e n -  

do e s t a  t é c n i c a  in n u m e ra b le s  p rob lem as  de s e p a r a c i ô n ,  v i s u a  

l i z a c i ô n  y v a l o r a c i ô n .



Debido a  su  s e n c i l l e z ,  l a  form a de u t i l i z a c i ô n  o r i  . 

g l n a l  de l a  0 . 0 . P . no h a  e x p e r im e n tad o  v a r i a c i o n e s  fu n d a ­

ment a i e s ,  h a b ie n d o s e  d e s a r r o l l a d o ,  no o b s t a n t e ,  n um érosos  

t r a b a j o s  en l o s  que s e  d e s c r i b e n  n u ev o s  a d s o r b e n t e s  y  a g l u  

t i n a n t e s ,  d i v e r s o s  p r o o e d im ie n to s  de a p l i c a c i ô n  y r e v e l a d o  

y num erosos v i s u a l i z a d o r e s  y  d e t e c t o r e s  que f a c i l i t a n  l a  s ^  

p a r a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  de l o s  p ro d u c to s  e s t u d i a d o s .  Muchas 

de l a s  t é c n i c a s  u t i l i z a d a s  so n  una  a d a p t a c i ô n  de l a  crom a­

t o  g r a f  i  a  en p a p e l ,  m ie n t r a s  que o t r a s  son  co m p le tam en te  nue 

v a s  p u e s to  que l a  G .O .P . p o see  c a r a c t e r l s t i c a s  p r o p i a s .

Vamos a  p r o c é d e r  a l  examen de l a s  c a r a c t e r f s t i c a s  

mas i m p o r t a n t e s  de l a  G .O .P . ;  e s t a s  c a r a c t e r i s t i c a s  no s o n  ex 

c l u s i v a s  de e s t a  t é c n i c a ,  p e ro  r e u n i d a s  en un  s o lo  s i s t e m a ,  

h a c e n  de l a  0 . 0 . P . ,  en num erosas  o c a s i o n e s ,  un  p r o o e d im ie n -  

,to  i d e a l  de s e p a r a c i ô n  y e s t u d i o .

E s t a s  c a r a c t e r i s t i c a s  son  l a s  s i g u i e n t e s :

V e r s â t i l i d a d ; P o s i b i l i d a d  de u t i l i z a r  l a  o r o m a to g r a f i a  de 

a d s o r c i ô n ,  p a r t i c i ô n ,  cambio i ô n i c o ,  e t c .

P a c i l i d a d  de m a n ip u la c iô n :  S e n c i l l e z  y r e d u c i d a s  d im e n s io ­

n e s  d e l  eq u ip o  g e n e ra lm e n te  u t i l i z a d o .

Gran e f i c a c i a  y  r e s o l u c i ô n :  D eb ida  a l  pequeho tam aho de 

l a s  p a r t i c u l a s  u t i l i z a d a s  en l o s  a d s o r b e n t e s .

R e a l i z a c i ô n  a  t e m p e r a tu r a  a m b ie n te :  E l r e v e l a d o  a  te m p e ra ­

t u r a  a m b ie n te h a c e  de l a  0 . 0 . P . un s i s t e m a  i d e a l  p a r a  

su  u t i l i z a c i ô n  en b i o l o g l a  y en b io q u im ic a  y ,  en g e n e -



r a i ,  en a q u e l l o s  e s t u d i o s  en l o s  que s e  m an ip u len  p r o ­

d u c to s  té rm ic a m e n te  i n e s t a b l e s .

R a p id e s  de r e a l i z a c i ô n :  En pocos m in u te s  puede c o n s e g u i r s e  

l a  a p l i c a c i ô n ,  r e v e l a d o  y v i s u a l i z a c i ô n  de l o s  p ro d u o -  

t o s .

P a c i l i d a d  de d e t e c c i ô n :  Pueden d e t e c t a r s e  con  g ra n  s e n s i b i -  

l i d a d  num erosos p r o d u c to s  de fo rm a  c u a l i t a t i v a  y c u a n t i  

t a t i v a .

B ajo  c o s t o  d e l  m a t e r i a l  u t i l i z a d o :  Hay, d i v e r s o s  p ro o e d im ie n  

t o s  c r o m a to g r â f i c o s ,  como l a  o r o m a t o g r a f i a  en co lum na a  

p r e s i ô n ,  l a  o r o m a to g r a f i a  en f a s e  g a s e o s a ,  e t c . , que 

a v e n t a j a n  a  l a  0 . 0 . P . en n um erosas  f a c e t a s ,  p e ro  p o r  u t i  

l i z a r  e q u ip o s  de g ra n  p r e c i o  de a d q u i s i c i ô n  y m a n te n i -  

m ie n to  no pueden s e r  am p liam en te  u t i l i z a d o s ;  s i n  em bar­

go , l a  O .O .P . es  a s e q u i b l e  a  to d o s  l o s  l a b o r a t o r i o s  y  de 

b id o  a  l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  m e n c io n a d a s ,  h a ce  que s e a ,  en 

nu m ero sas  o c a s i o n e s ,  un p ro c e d im ie n to  u n ic o  de s e p a r a ­

c i ô n .

La t é c n i c a  o r i g i n a l ,  que aun  se  em plea  am p liam en te  

en su  fo rm a p r i m i t i v a ,  h a  s id o  o b j e t o ,  s i n  em bargo, de nume­

r o s a s  m o d i f i c a c io n e s  p a r a  a d a p t a r l a  a  l o s  d i s t i n t o s  p r o b l e ­

mas que han  id o  s u rg ie n d o  y p a r a  e x p l o t a r  mas a  fondo  s u s  

p o s i b i l i d a d e s .



2 . -  ADSORBENTES '

Los a d s o r b e n t e s  mâs u t i l i z a d o s  s ig u e n  s ie n d o  l o s  

p r i m i t i v e s ,  g e l  de s i l i c e ,  a lu m in a ,  c e l u l o s a ,  t i e r r a  s i l l  

c e a ,  e t c . ,  d e s ta c a n d o  e n t r e  e l l e s ,  s o b re  todo  en c ro m a to -  

g r a f l a  de a d s o r c i ô n ,  l a  g e l  de s i l i c e .

No o b s t a n t e ,  se  han  p re p a ra d o  n u e v o s  a d s o r b e n t e s  

a d a p ta d o s  g e n e ra lm e n te  a  tem as c o n c r e t o s ,  en l o s  que e r a  

n e c e s a r i a  una  mayor e s p e c i f i c i d a d .

2 . 1 .  P o l ia m id a s

Debido a  l a  fo rm a c iô n  de p u e n te s  de h id rô g e n o  

e n t r e  l o s  g ru p o s  h i d r o x i l o  f e n ô l i c o s  y l o s  g ru p o s  ami 

d a ,  es p o s i b l e  l a  s e p a r a c i ô n  de l o s  f e n o l e s  y  p ro d u c ­

t o s  s i m i l a r e s  con  c a p a s  de p o l i a m id a s .  De e s t a  fo rm a  

pueden  u t i l i z a r s e  p ro d u c to s  c o m e r c i a l e s  como P e r l ô n  o 

Nylôn en l a  s e p a r a c i ô n  de f e n o l e s .  A p a r t  e de l o s  t r a ­

b a jo s  de Hathway (1 9 5 9 )^  y Hôrhammer (1962) s o b r e  a p l i  

c a c io n e s  e s p e c l f i c a s ,  e s  d ig no  de m enciôn  e l  e s t u d i o  

de H esse  (1968) s o b re  l a s  d i f e r e n c i a s  e x i s t e n t e s  e n t r e  

l a s  p o l ia m id a s  y l o s  p o l i a c r i l n i t r i l o s ,  p o l i a c r i l a m i -  

das  y  N - a c e t i l - p o l i a c r i l a m i d a s  como a d s o r b e n t e s  p a r a  

e l  r e v e l a d o  de s u s t a n c i a s  s o l u b l e s  en a g u a .

^  Las r e f e r e n c i a s  b i b l i o g r â f i c a s  se  e n c u e n t r a n  a l  f i ­
n a l  de e s t a  mem oria p o r  o rd en  a l f a b e t i c o  de a u t o r e s  
y  a h o s  de p u b l i c a c i ô n .



2 . 2 .  C e lu lo s a

La c e l u l o s a ,  i d e a l  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  de p ro ­

d u c to s  s o l u b l e s  en ag u a  d eb id o  a  s u s  num erosos  g ru p o s  

h i d r o x i l o  y a  su  f a c i l i d a d  p a r a  fo im a r  p u e n te s  de h i ­

d rô g e n o ,  puede ta ra b ie n  u t i l i z a r s e  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  

de o t r o  t i p o  de s u s t a n c i a s  cam biando su  e s t r u c t u r a ,

A s i ,  p o r  e je m p lo ,  u t i l i z a n d o  c e l u l o s a  a c e t i l a d a  (Ac- 

c e l u l o s a ) ,  m a t e r i a l  h id r ô f o b o ,  cab e  s e p a r a r  s u s t a n c i a s  

l i p o f i l i c a s  t a i e s  como c o l o r a n t e s  de a n t r a q u in o n a  

(W ollenw eber, 1 9 6 2 ) ,  a n t i o x i d a n t e s  ( S a lo ,  1 9 6 4 ) ,  e t c .

S i  l a  c e l u l o s a  c o n t i e n s  g ru p o s  â c i d o s  o b a s i c os 

u n id o s  m e d ia n te u n io n e s  e t e r  o e s t e r ,  puede a c t u a r  co­

mo c a m b ia lo r a  de i ô n ,  s ie n d o  muy a d e c u a d a ,  d eb id o  a  su  

e s t r u c t u r a  f i b r o s a ,  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  de m o lé c u la s  h l  

d r o f l l i o a s  de g ra n  l o n g i t u d  como l a s  p r o t e i n a s ,  enz im as , 

e t c .  As£ ,  ha  s e p a ra d o  D yer (1963) d i v e r s o s  n u c l e ô t i d o s  

y C o ffey  (1963) n u c l e o s i d o s ,  p u r i n a s  y p i r i m i d i n a s .

2 . 3 .  G e les  de d e x t r a n o

Por medio de g e l e s  de d e x t r a n o  pueden s e p a r a r s e  

e n t r e  s i  d i f e r e n t e s  m ac ro m o le cu la s  en f u n c iô n  de su  t a  

maho; l a s  m o lé c u la s  mas peq uen as  quedan  f i j a d a s  en l o s  

p o ro s  d e l  g e l  y l a s  mas g ra n d e s  p a sa n  l i b r e m e n t e ,  e s t a  

b l e c ié n d o s e  un  o rd en  de r e v e la d o  p o r  t amahos  ( f i l t r a -  

c iô n  p o r  g e l ) .  De e s t a  form a p u ed en  s e p a r a r s e  p r o t e f n a s ,  

horm onas, e n z im a s ,  e t c .  (D eterm ann , 1 9 6 2 ) .  Los g e l e s  de



d e x t r a n o  con d i v e r s o s  g ru p o s  q u lm ic o s  pueden u t i l i z a r  

s e ,  de form a s i m i l a r  a  l a  c e l u l o s a ,  como o am biado res  

de iô n  (Wie la n d ,  1 9 6 2 ) .

2 . 4 .  R e s in a s  c a m b ia d o ra s  de i ô n

Todas l a s  r é s i n a s  c a m b ia d o ra s  de iô n  pueden  

s e r  u t i l i z a d a s ,  en p r i n c i p i o ,  en G .G .P . De e s t a  fo rm a ,,  

con  r é s i n a  Dowex 50 W, ha  s e p a ra d o  B e rg e r  (1963) p o r  

G .O .P . d iv e r s o s  a l c a l i n o t é r r e o s  y H u t te n ra u c h  (1 9 6 3 ) ,  

con  r é s i n a  W o fa t i t  G P 300 , v i t a m in a  B de o t r o s  p roduc 

t o s .

2 . 5 .  P o l i h i d r o c a r b u r o s  p o ro so s  (P o ra p ak )

Se p r e s e n t a n  en form a de e s f e r a s  de tamaho con 

t r o l a d o ,  g ra n  p o r o s id a d  i n t e r n a  y g ra n  â r e a  e s p e c f f i o a .  

Es una  f a s e  e s t a o i o n a r i a  no p o l a r  a d e c u a d a  p a r a  l a  s e ­

p a r a c i ô n  de p r o d u c to s  p o l a r e s  de no p o l a r e s  (Janâfc, 

1 9 6 8 ) .

2 . 6 .  B o r o s i l i c a t o s  con  s u p e r f i c i e  m o d i f i c a d a  (D urapak)

Son p r o d u c id o s  a  p a r t i r  de e s f e r a s  de v i d r i o  p o -  

r o s o  de tam aho c o n t r e l a d o  ( P o r a s i l )  en l a s  que s e  modi 

f i c a  su  s u p e r f i c i e  p o r  p r o c e s o s  q u îm ic o s ,  a d ic io n â n d o -  

l a s  g rupo s  c i a n o e t o x i  muy p o l a r e s  ( J a n â k ,  1 9 7 0 ) .



2 . 7 .  Po lvo  de v i d r i o

U t i l i z a n d o  como a d s o r b e n t e p o lv o  de v i d r i o  

con  una  s u p e r f i c i e  e s p e c i f i c a  d e l  o rd en  de 200 m / g  

h a  s e p a ra d o  Kramer (1964) d i v e r s o s  t i p o s  de c e r a s ;  

Ackermann (1968) e s t u d i a  e l  d i f e r e n t e  com porta m ie n -  

t o  c r o m a to g r â f ic o  e n t r e  e l  p o lvo  de  g e l  de s i l i c e  y  

e l  de c u a r z o ;  T a y lo r  (1968) s é p a r a  c o l o r a n t e s  p o r  

m edio de c a p a s  de v i d r i o  s i n t e r i z a d o  y M arino ( 1 9 7 0 ) ,  

u t i l i z a n d o  v i d r i o  p o ro so  como a d s o r b e n t e ,  s é p a r a  e s -  

t e r o i d e s ,  b a r b i t u r i c o s ,  d ro g a s  y a l c a l o i d e s .

2 * 8 .  O t ro s  a d s o r b e n t e s

Ademâs de l o s  a d s o r b e n t e s  a n t e s  m e n c io n a d o s ,  

de uso  mâs amp l i o ,  se  h an  u t i l i z a d o  ta m b ié n  o t r o s  p ro  

d u c to s  p r e p a ra d o s  g e n e ra lm e n te  p a r a  c a s b s  e s p e c i f i c o s ,  

p u d ien d o  d i v i d i r s e  en a d s o r b e n t e s  i n o r g â n i c o s  y o r g â -  

n i c o s .

E n t r e  l o s  p r im e ro s  podemos m en c io n a rs  T a lc o ,  

p a r a  s e p a r a r  â c i d o s  g r a s o s  ( C a r r e a u ,  1 9 6 4 ) ,  s u l f a t o  

c â l c i c o ,  p a r a  s e p a r a r  g l i c é r i d o s  (Kaufmann, 1 9 6 2 ) ,  s i ­

l i c a t e  c â l c i c o ,  p a r a  s e p a r a r  a z u c a r e s  (T o re ,  1963) y 

o t r o s  como c a r b o n a to  de z in c  (B a d in g s ,  1 9 5 9 ) ,  c a rb ô n  

(P ro c h a z k a ,  1 9 7 0 ) ,  a r c i l l a  (S heen , 1 9 7 1 ) ,  ô x id o s  de 

cromo y h i e r r o  (H e sse ,  1 9 6 1 ) ,  de i n d i o  y  a lu m in io  

(O rem er, 1970) y de m ag n és ie  ( K a r tn i g ,  1 9 7 0 ) ,  e t c .  En­

t r e  l o s  a d s o r b e n t e s  o rg â n io o s  podemos m e n c io n a r :  P o l i -



e t i l e n o  (M angold , 1 9 6 1 ) ,  t e f l ô n  (Rsiaen,' 1 9 6 9 ) ,  a c e t a  

t o  de p o l i v i n i l o  (D hont, 1 9 7 0 ) ,  e t c .

2 .9 #  M ezcla  de a d s o r b e n te s

M ezclando d i v e r s o s  a d s o r b e n t e s  en l a  p r e p a r a ­

c i ô n  de l a s  c a p a s  pueden o b t e n e r s e  r e s u l t a d o s  i n t e r e -  

s a n t e s  en l a  s e p a r a c i ô n  de p r o d u c t o s .  W L n te r s te in  (1960) 

h a  u t i l i z a d o  una  m ez c la  de h i d r ô x id o  c â l c i c o  y g e l  de 

s i l i c e  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  de c a r o t e n o i d e s ,  y  P e i f e r  

(1962) h a  d e s c r i t o  un p r o c e d im ie n to  p a r a  l a  p r e p a r a c i ô n  

de m ic r o p la c a s  con  una  m ez c la  de m ag n e s ia  y  g e l  de s i ­

l i c e .

P a r a  c o n o c e r  en un s o l o  c rom atogram a l a  m e z c la  

de a d s o r b e n t e s  mâs a d e c u a d a  p a r a  e l  p ro b lem a c o n s i d é r a  

d o ,  ge d i s t r i b u y e n  l o s  dos a d s o r b e n t e s  de form a h e t e r £  

g ên ea  a  l o  l a r g o  de l a  c a p a  ( g r a d i e n t e  en l a  f a s e  e s t a  

c i o n a r i a )  h a c ie n d o  que en cad a  l a d o  p rédom iné  uno de 

l o s  a d s o r b e n t e s  ( S t a h l ,  1964)#

Todos l o s  p r o d u c to s  e s t u d i a d o s  a c t u a n  como ad­

s o r b e n te s  au n q u e ,  en a lg u n o s  c a s o s ,  ( o r o m a to g r a f i a  de 

p a r t i c i ô n ,  cam bio de i ô n ,  e t c . )  no s e  u t i l i c e n  como t a  

l e s  p o r  s e r  mâs i m p o r t a n t e  o t r a s  p r o p ie d a d e s .



3 . -  PAPAS Y SOPORTES

3 . 1 .  P r e p a r a c i ô n  de p l a ç a s

La p r e p a r a c i ô n  de p l a ç a s  en e l  l a b o r a t o r i o  

( c a p a  mâs s o p o r t e )  s e  h a c e ,  g e n e r a lm e n te ,  de fo rm a  

s i m i l a r  a  l a  u t i l i z a d a  a l  p r i n c i p i o  de l a  O .O .P . 

( S t a h l ,  1 9 6 9 ) .

A n tes  de su  u t i l i z a c i ô n  en c r o m a to g r a f i a  de  

a d s o r c i ô n ,  deben  c a l e n t a r s e  a  una  t e m p e r a tu r a  d e t e r  

m in ad a  y d u r a n t e  c i e r t o  t iem p o  p a ra  que s e  p ro d u z c a  

l a  a c t i v a c i ô n  d e l  a d s o r b e n t e ,  de fo rm a que s e  s i t u e  

en c o n d ic io n e s  id ô n e a s  de a d s o r c i ô n .

E s t e i p r o c e d i m i e n t o  de p r e p a r a c i ô n  p ro d u ce  c a ­

p a s  de e s p e s o r  no u n ifo rm e  y con  n o t o r i a s  d i f e r e n ­

c i a s  e n t r e  l o t e s ;  p o r  e l l o ,  l o s  r e s u l t a d o s  so n  poco 

r e p r o d u c t i b l e s .

La c o m e r c i a l i z a c i ô n  de p l a ç a s  con un am p lio  

m argen de a d s o r b e n t e s  y  s o p o r t e s ,  h a  p a l i a d o  l o s  i n ­

c o n v e n ie n t  es  a n t e r io r m e n t e  c i t a d o s  p ro d u c ie n d o s e  c a ­

p a s  de e s p e s o r  homogeneo y muy r e p r o d u c t i b l e s  y q u e ,  

g r a c i a s  a  l o s  a g l u t i n a n t e s  g e n e ra lm e n te  em pleados , 

a l c o h o l es  p o l i v i n i l i c o s ,  so n  muy r e s i s t e n t e s  a  l o s  

d i s o l v e n t e s  y  a  l a  m a n ip u la c iô n .

La p r e p a r a c i ô n  de p l a ç a s  en e l  l a b o r a t o r i o  h a  

quedado r e d u c i d a  a  l o s  c a s o s  en que s e  u t i l i z a n  a d s o r  

b e n t  es  o m e z c la s  de a d s o r b e n te s  no s u m i n i s t r a d o s  en



l a s  p l a ç a s  c o m e r c i a l e s ,  p u d ien d o  p r e p a r a r s e  con  ap a  

r a t o s  c o n v e n c io n a le s  a d e c u a d o s ,  m an u a le s  o a u to rn â t i  

COS ( S t a h l ,  1958a )  (M a rc u c c i ,  1963) 0 po r  p u lv e r iz a ^ -  

c i 6 n  d e l  a d s o r b e n t e mâs e l  a g l u t i n a n t e  s o b re  e l  so ­

p o r t e  (B e k e rsk y , 1 9 6 3 ) .

E l m a t e r i a l  u t i l i z a d o  como s o p o r t e  h a  v a r i a -  

do d e b id o ,  p r i n c i p a l m e n t e ,  a  l a  d i f i c u l t a d  en e l  

c o r t e  en t i r a s  mâs e s t r e c h a s  de l a s  p l a ç a s  de v i d r i o  

c o m e r c i a l e s  de 20 x 20 cm, u t i l i z â n d o s e  a c tu a lm e n te  

s o p o r t e s  de a lu m in io ,  p l â s t i c o ,  f i b r a  de v i d r i o ,  

e t c . ,  c o n t in u a n d o ,  no o b s t a n t e ,  e l  uso  a m p l i0 de l a s  

p l a ç a s  de v i d r i o  que son m a n ip u la d a s  con  f a c i l i d a d  y 

so n  re c o m e n d a b le s  en l o s  c a s o s  en l o s  que s e  u t i l i c e  

p o s t e r io r m e n t e  un  d e t e c t o r  p a r a  s u  v i s u a l i z a c i ô n ,  

p o r  c o n s e r v a r s e  com ple tam en te  p l a n a s .

Las p l a ç a s  u t i l i z a d a s  gon g e n e ra lm e n te  c u a d r a  

das  o r e c t a n g u l a r es  ; s i n  em bargo, en c i e r t o s  c a s o s ,  

s e  h an  u t i l i z a d o  en fo rm a de cu h a  con  e l  v é r t i c e  h a -  

c i a  a b a jo  (R in k , 1965) o de fo rm as  d i v e r s a s  p a r a  e s -  

t u d i a r  su  com po rta m ien to  ( G r i e s e n e r ,  1 9 6 8 ) .

A p a r té  de l a  ,form a p l a n a  de l o s  s o p o r t e s ,  s e  

h an  u t i l i z a d o  d i v e r s a s  v a r i a n t e s  p a r a  m o d i f i c a r  su  

u so  0 v a r i a r  l a s  c o n d ic io n e s  de r e v e l a d o ,  em pleândose  

s o p o r t e s  en fo rm a  de v a r i l l a s  ( S t u p n i c k i ,  1 9 6 6 ) ,  t u ­

b e s  con r e c u b r i m i e n t o  e x t e r i o r  o i n t e r i o r  (H irayam a, 

1967) ( J o r d a n ,  1 9 7 1 ) ,  conos ( G r i n d l a y ,  1 9 6 6 ) ,  e t c . ,



e i n c l u s o  s i n  s o p o r t e  p a r a  o r o m a to g r a f i a  p r e p a r a t i v a ,  

ad o p tan d o  e l  a d s o r b e n te  l a  fo rm a de tu b o s  (Lenk, 1969) 

o p l a ç a s  ( K i r c h n e r ,  1 9 7 1 ) .

3 . 2 .  D im ensiones  de l a s  c a p a s  y  s o p o r t e s

E l  e s p e s o r  de l a s  c a p a s  p r e p a r a d a s  e s  muy v a ­

r i a b l e .  En C .C .F .  a n a l i t i c a  l o s  e s p e s o r e s  mâs u t i l i z a  

dos son l o s  de 250 m ic r a s  en s o p o r t e s  r i g i d e s  y  de 

100 m ic ra s  en s o p o r t e s  f l e x i b l e s ;  menos u t i l i z a d o s  son  

l o s  e s p e s o r e s  de 1 m ic ra  (C rem er, 1969) y  6 m ic ra s  

(M a ria n ,  1 9 6 9 ) .  En c r o m a to g r a f i a  en c a p a  p r e p a r a t i v a  

(C .C .P . )  s e  u t i l i z a  g e n e ra lm e n te  un e s p e s o r  de 2 mm, 

adecuado  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  de u n e s  200 mg de p r o d u c to ,  

h a b ie n d o s e  u t i l i z a d o ,  ta m b ie n ,  c a p a s  mâs g r u e s a s  de 3 a  

12 mm ( K i r c h n e r ,  1 9 7 1 ) ,  en l a s  que e s  fu n d a m e n ta l  e v i -  

t a r  l a  fo rm a c iô n  de g r i e t a s  d u r a n te  e l  secad o  y a c t i v a  

do y e f e c t u a r  u n a  b u e n a  s a t u r a c i ô n  a n t e s  d e l  r e v e l a d o  

p a r a  que e s t e  s e a  c o r r e c t e .

Las d im e n s io n e s  de l a s  p l a ç a s  son  ta m b ié n  v a r i a  

b l e s ;  g e n e ra lm e n te  s e  u t i l i z a n  p l a ç a s  de 20 x 20 cm 

(que s e  c o r t a n  p o s t e r i o r m e n t e ,  s i  es n e c e s a r i o ,  en t i ­

r a s  e s t r e c h a s )  y  de  40  x  20 cm y  100 x 20  cm en c i e r t o s  

c a s o s  p a ra  C .C .P .  En m ic r o c r o m a to g r a f i a  s e  em plean p l a ­

ç a s  de a lg u n o s  cm de l o n g i t u d  y en un c a so  ex trem o E dgar 

(1969) h a  u t i l i z a d o  c a p a s  p r e p a r a d a s  s o b re  una  m uesca de 

0 '2  mm de a n c h u ra  y  50  mm de l o n g i t u d ,  p r a c t i c a d a  en un



v i d r i o  p o r t a m u e s t r a s  de  m ic r o s c o p io .  G i e r t a s  c a s a s  oo

m e r c i a l e s  venden  r o l l o s  de s o p o r t e  f l e x i b l e  de 5 m de

l o n g i t u d  c u b i e r t o s  de a d s o r b e n t e ,  p a r a  l a  u t i l i z a c i ô n  

de p l a ç a s  d e l  tam ano d e sea d o  (H a lp a a p ,  1 9 7 0 ) .

La a n c h u ra  de l a  c a p a  puede  i n f l u i r  en e l  r e v e

l a d o .  G enera lm en te  es  s u p e r i o r  a l  tam aho de l a  m ancha, 

p e ro  s e  p r e p a r a n  ta m b ié n  c a p a s  mâs e s t r e c h a s  p a r a  e v i -  

t a r  l a  d i f u s i ô n  l a t e r a l ,  o b te n ié n d o s e  m anchas de menor 

s u p e r f i c i e ,  con l o  que s e  aum en ta  l a  f a c i l i d a d  de v i ­

s u a l i z a c i ô n .  P i s h b e i n  (1965) em plea c a p a s  de 2 6 3 mm 

de a n c h u r a  con l o  que s e  é v i t a  e s t a  d i f u s i ô n  l a t e r a l .  

E l  r e v e l a d o  en e s t a s  c o n d ic io n e s  es  p e r f e c ta m e n te  f a c -  

t i b l e  como ha  d e m o s tra d o  G r i e s e n e r  (1 9 6 8 ) .

3 . 3 .  P l a ç a s  c o n  d i v e r s o s  a d s o r b e n t e s

A p a r té  de l a  m ez c la  de a d s o r b e n t e s  s e h a l a d a  an  

t e r i o r m e n t e ,  e s t o s  pueden s i t u a r s e  a l t e r n a t i v a m e n t e  a  

l o  l a r g o  de l a  p l a ç a  p a r a  o b t e n e r  r e v e l a d o s  e s p e c i a l e s .  

De e s t a  fo rm a -  y con c a p a s  de r é s i n a ,  g e l  de s i l i c e  y 

c e l u l o s a  -  o b t i e n s  P e t i t  (1969) i n t e r e s a n t e s  s e p a r a c i o  

n é s  en u n a  y dos d im e n s io n e s .  L iebmann (1967) d e s c r i b e  

un  a p a r a t o  p a r a  l a  p r e p a r a c i ô n  de e s t e  t i p o  de c a p a s .

S i se  c u b re  e l  s o p o r t e ,  en l a  zon a  de a p l i c a ­

c i ô n ,  con un a d s o r b e n t e  poco a c t i v e  y e l  r e s t e  con  e l  

a d s o r b e n t e  adecuado  p a r a  e l  r e v e l a d o ,  se  p ro d u ce  u n a



c o n c e n t r a c i ô n  d e l  p ro d u c to  a p l i c a d o  en l a  zona de u n iô n  

e n t r e  l o s  dos a d s o r b e n t e s ,  aum entando de e s t a  fo rm a  l a  

r e s o l u c i ô n  (M usgrave , 1 9 6 9 ) .

3 . 4 .  Lavado de  l a s  c a p a s

D espués de p r e p a r a d a s  l a s  p l a ç a s  e s  n e c e s a r i o ,  

en l a  m ay o r ia  de l o s  c a s o s ,  e f e c t u a r  un la v a d o  de l a s  

c a p a s  , y a  q u e ,p u e d e n  h a b e r s e  co n tam inad o  d u r a n te  su  ma­

n i p u l a c i ô n  o con  e l  p o lv o  y l o s  v a p o r e s  d e l  l a b o r a t o r i o ,  

pu d iendo  t e n e r  e l  a d s o r b e n te  en o r i g e n  im p u re z a s  no de ­

s s a b l e s .  E s te  la v a d o  s e  e f e c t u a  p o r  r e v e l a d o  (m ejo r  des  

c e n d e n te )  de l a  cap a  con un d i s o l v e n t e  muy p o l a r ,  m e ta -  

n o l ,  e t a n o l ,  e t c . , o m e z c la s  â c i d a s  o b â s i c a s .  Devenue 

(1971) é l im in a  l o s  c o n ta m in a n te s  o r g a n i c os p o r  o a i e n t a -  

m ien to  d e l  g e l  de s i l i c e  d u r a n t e  16 h o r a s  a  300^0.

3 - 5 .  Im p re g n a c iô n  de l a s  c a p a s

D e n tro  d e l  e s t u d io  de l a  p r e p a r a c i ô n  de c a p a s ,  

e s  muy i n t e r e s a n t e  c o n s i d e r a r  l a s  m o d i f i c a c io n e s  que s e  

i n t r o d u c e n  en l o s  a d s o r b e n te s  p o r  l a  a d i c i ô n  de d i v e r ­

s o s  p ro d u c to s  que h a ce n  que v a r i e n  fu n d am en ta im en t  e s u s  

p r o p i e d a d e s .  T a l  e s  e l  c a so  de l a  im p re g n a c iô n  de l a s  

c a p a s  co n  p r o d u c to s  poco p o l a r e s  y  de a l t o  p u n to  de ebu 

l l i c i ô n  como s i l i c o n a s ,  h i d r o c a r b u r o s ,  p o l i e t i l e n g l i c o -  

l e s ,  e t c . ,  que p r e p a r a n  l a s  c a p a s  p a r a  l a  c r o m a to g r a f i a  

en f a s e  i n v e r t i d a ,  a d e c u a d a  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  de p r o -



d u c to s  muy poco p o l a r e s .  En e s t e  t i p o  de c ro m a to g r a -  

f i a  l a  f a s e  m ô v il  es  mâs p o l a r  que l a  f a s e  e s t a c i o n a  

r i a .

. O t r a s  fo rm as de im p re g n a c iô n  muy u t i l i z a d a s  

so n  l a  a p l i c a c i ô n  de n i t r a t e  de p l a t a  ( l o  que f a v o r e -  

ce  l a  fo rm a c iô n  de c o m p le jo s )  ( M o r r i s ,  1962) ( B a r r e t t ,  

1962) y de p r o d u c to s  t a i e s  como â c id o  b ô r i c o ,  h i d r ô x i  

do p o t â s i c o ,  s o l u c io n e s  tam pôn, e t c . ,  que cam bian o 

c o n s e rv a n  e l  c a r â c t e r  â c id o  o b â s ic o  de l a  c a p a .  Es 

muy f r e c u e n t e  l a  a d i c i ô n  de p ro d u c to s  f l u o r e s c e n t e s  

que f a v o r é c e n  l a  v i s u a l i z a c i ô n  y d e t e c c i ô n  de s u s t a n ­

c i a s  que a b s o rb e n  l a  l u z  U.V.

4 . -  APLICACION DE LA MUESTRA

En l a  C .C .P . a n a l i t i c a  l a s  v a r i a c i o n e s  en l a s  t é c ­

n i c a s  de a p l i c a c i ô n  de l a s  m u e s t r a s  han  s id o  e s c a s a s ,  r e -  

d u c ié n d o s e  a  l a  i n t r o d u c c i ô n  de p i p e t a s  mâs o menos a d e -  

c u a d a s  y e x a c t a s ,  s ie n d o  i n t e r e s a n t e s  l o s  c a p i l a r e s  c a l i -  

b ra d o s  de v i d r i o ,  que se  u t i l i z a n  una  s o l a  v e z ,  p a ra  l a  

a p l i c a c i ô n  de p ro d u c to s  a i t  am e n te  c o n ta m in a n te s .

Un a p a r a t o  muy c o m p lè te  de a p l i c a c i ô n  e s  e l  d i s e h a  

do p o r  B r id g e r  (1 9 6 7 ) ,  e l  c u a l  p e rm ite  a p l i c a r  pequ en as  

c a n t i d a d e s  en  g o t a s  o l i n e a s  con v a r i a c i o n e s  e n t r e  g o t a s  

de un + 2 '5  9 .̂ En e l  equ ipo  d is e h a d o  p o r  Boag (1 9 7 2 ) ,  l a  

m u e s t r a  es m ed ida  en un pequeho r e c i p i e n t s  de t e f l ô n  y 

t r a n s f e r i d a  en fo rm a de g o ta s  a  una  a g u ja  de v i d r i o .



L as v a r i a c i o n e s  mâs im p o r t a n t e s  s e  h an  e fe c tu a d o  

en l o s  e q u ip o s  u t i l i z a d o s  p a r a  l a  a p l i c a c i ô n  de m u e s t r a s  

en O .O .P . , p o r  s e r  l o s  que p r e s e n t a n  m ayores  d i f i c u l t a -  

d e s ,  d e b id o  a  l a  e v a p o r a c iô n  de l o s  d i s o l v e n t es u t i l i z a ­

dos y a  l a  c o n v e n ie n c ia  de e f e c t u a r  l a  a p l i c a c i ô n  en l i ­

n e a s  r e c t a s  y e s t r e c h a s , y  no en form a de p u n to s ,  p a r a  a u -  

m e n ta r  en l o  p o s i b l e  l a  r e s o l u c i ô n  de l a  s e p a r a c i ô n .

Los a p a r a t o s  mâs ad ec u ad o s  c o n s t a n  de d i s p o s i t i -  

v o s  de v a iv é n  l o s  c u a l e s ,  m e d ia n te una p i p e t a  muy f i n a ,  

d e p o s i t a n  l a  s o l u c i ô n  a  l o  l a r g o  de l a  l i n e a  de a p l i c a ­

c i ô n ,  s i e n d o  n e c e s a r i o  r e g u l a r  su  v e l o c i d a d  p a r a  a s e g u -  

r a r  l a  e v a p o ra c iô n  d e l  d i s o l v e n t e  en c a d a  p a sa d a  (B acon , 

1 9 6 4 ) .

Un f a c t o r  im p o r ta n te  a  t e n e r  en c u e n ta  en l a  a p l i  

c a c iô n  de s u s t a n c i a s  e s  su  p o s i b l e  d e sc  ompo s ic  i  ôn d e b id a  

a l  se ca d o  con a i r e  c a l i e n t e ,  a  l o s  a d s o r b e n t e s ,  e t c . ,

(Macek, 1968) ( P a i r b a i n ,  1 9 6 8 ) .

5 . -  REVELADO 0 DESARROLLO

E s te  a p a r t ado e s  uno de l o s  que p r e s e n t a n  c a r a c t e  

r i s t i c a s  mâs v a r i a d a s ,  s i e n d o  e l  mâs im p o r t a n t e  d e sd e  e l  

p u n to  de v i s t a  c r o m a to g r â f i c o .

5 . 1 .  P a c t o r e s  que i n f l u y e n  en e l  r e v e l a d o ;  Rf

Es im p o r t a n t e  t e n e r  en c u e n ta  en e l  r e v e l a d o  l a s  

c o n d ic io n e s  e x p é r im e n ta l e s  p a r a  o b t e n e r  v a l o r e s  r e -



p r o d u c t i b l e s  d e l  Rf y p o d e r ,  de e s t e  modo, i d e n t i f i  

o a r  l a s  s u s t a n c i a s  s e p a r a d a s  y c o n s e g u i r  l o s  mismos 

r e s u l t a d o s  en  l o s  d i f e r e n t e s  l a b o r a t o r i o s .  E l  v a l o r  

Rf se  d e f i n e  como l a  r e l a c i ô n  e n t r e  l a s  d i s t a n c i a s  

p u n to  de a p l i c a c i ô n  -  mancha y p u n to  de a p l i c a c i ô n  -  

f r e n t e  d e l  d i s o l v e n t e .

Sobre  e l  Rf i n f l u y e n ;  l a  m ayor o menor s a t u r a -  

c iô n  de l a  câm ara  de r e v e l a d o ,  e l  e s p e s o r  de l a  c a ­

pa de a d s o r b e n t e ,  e l  tam aho de l a s  p a r t i c u l a s  d e l  

a d s o r b e n t e ,  l a  v a r i a c i ô n  d u r a n te  e l  r e v e la d o  de l a  

c o m p o s ic iô n  de l a  m e z c la  de d i s o l v e n t e s  y  v a p o r e s ,  

l a s  d im e n s io n e s  de l a  câm ara , su  t e m p e r a t u r a ,  e t c . , 

h a b ié n d o s e  c e l e b r a d o  c o n g re s o s  en l o s  que s e  e s t u d i a  

b a  e x c lu s iv a m e n te  e s t e  tem a ( D a l l a s ,  1965, 1968) 

( G e i s s ,  1 9 6 8 ) .

G e is s ,  S c h l i t t ,  de Zeeuw, e t  a l . ,  han  e s t u d i a -  

do l a  i n f l u e n c i a  que t i e n e n  l o s  v a p o r e s  de l o s  d i s o l  

v e n te s  s o b re  e l  r e v e l a d o .  V a r ian d o  e s t o s  v a p o re s  se  

m o d i f ic a n  l a s  p r o p ie d a d e s  de l o s  a d s o r b e n t e s ,  o b te ­

n ié n d o s e  v a r i a c i o n e s  en e l  r e v e l a d o  que pueden i n ­

f l u i r  en l a  e f i c a c i a  de l a  s e p a r a c i ô n ,  ( G e i s s ,  1965) 

(Zeeuw, 1968) ( G e i s s ,  1 9 6 8 a ) .  P a r a  c o n t r o l a r  l a  hume- 

dad de l a  c a p a  y  e v i t a r  que pueda  h a b e r  in te r c a m b io  

d e l  agua  de l a  c ap a  con l o s  v a p o r e s  d e l  d i s o l v e n t e ,  s e  

u t i l i z a n  câm aras  "hum edas" ( G e i s s ,  1 9 6 5 a ) .

E l tamaho de l a s  p a r t i c u l a s  que form an l a  c a p a  

de  a d s o r b e n te  i n f l u y e  g ran d em en te  en l a  r e s o l u c i ô n .



en l a  v e lo c id a d  de r e v e l a d o  y en e l  R f .  G enera lm en- 

t e  e l  tamano de l a s  p a r t i o u l a s  e s  d e l  o rd en  de 40 

m io r a s ,  p e ro  s e  han  empleado h a s t a  de 1 m ie ra *  p r e -  . 

p a ra d a s  p o r  fo rm a c l6 n  de 6 x id o s  s o b r e  p l a ç a s  de me­

t a l  (G rem er, 1969)•

Aunque l a  0 , 0 . P . g e n e ra lm e n te  s e  d e s a r r o l l a  a  

t e m p e r a t u r a  a m b ia n te ,  s ie n d o  e s t a  una  de s u s  p r i n c i ­

p a l e s  v e n t a j a s ,  puede  s e r  n e c e s a r i o  e f e c t u a r l a  a  tem 

p e r a t u r a  d i f e r e n t e ,  o b i e n ,  m a n te n e r  una  t e m p e r a t u r a  

d e te rm in a d a  p o r  i n f l u i r  e s t a  s o b r e  e l  R f .  P a r a  e l l e ,  

S t a h l  (1964) h a  p re p a ra d o  un a  câm ara  t e r m o s t a t a d a  

a d ec u ad a  p a r a  o b te n e r  v a l o r es  mas r e p r o d u c t i b l e s  d e l  

Rf y Kaufmann (1967) una  câm ara  oon t e m p e r a t u r a  p r o -  

gram ada, m ie n t r a s  que T u r in a  (1972) c a l i e n t a  l a  p l a ­

ç a  d u r a n te  e l  r e v e l a d o .

Un f a c t o r  im p o r ta n te  en e l  r e v e l a d o ,  que a f e c t a  

ta m b ié n  a  l a  r e p r o d u c t i b i l i d a d  d e l  R f ,  e s  l a  d i f e r e n ­

t e  c o m p o s ic iô n  d e l  d i s o l v e n t e  y s u s  v a p o re s  a  l o  l a r ­

go d e l  t ie m p o .  E s t a  d i f e r e n c i a  s e  p ro d u ce  p o r  l a  d é s i ­

g n a i  e v a p o r a c iâ n  de l o s  d i v e r s e s  com ponen tes  d e l  d i s o l  

v e n te  ( p o r  s e r  g e n e ra lm e n te  mas de u n e ) ,  l o  que h a c e  

que v a r i e  l a  c o m p o s ic iô n  i n i c i a l  de l a  m e z c la .  P a ra  

e v i t a r  e s t e  i n c o n v e n i e n t e .  Roder (1971) h a  e s t u d i a d o  

una  s e r i e  de 24  m e z c la s  a z e o t r ô p i c a s ,  en l a s  q u e ,  a l  

p e rm an eo er  c o n s t a n t e  su  pun to  de e b u l l i c i ô n ,  s e  é v i t a  

l a  v a r i a c i ô n  en su  c o m p o s ic iô n .  M e d ia n te e s t a  a m p l ia



s e r i e  de m e z c la s ,  e s  f â c i l  e n c o n t r a r  una  que se  ad ap ­

t e  a  l a  c o n s t a n t e  d i e l é c t r i c a  r e q u e r i d a  p a r a  e l  d i s o l  

v e n t e .

D en tro  d e l  e s t u d io  de l o s  d i f e r e n t e s  d i s o l v e n -  

t e s  u t i l i z a d o s  poderaos i n c l u i r  l a s  s e r i e s  e l u o t r ô p i o a s  

-  que n o s  i n d i c a n  e l  d i s o l v e n t e  mas adecua'do d è n t r o  de 

un a  s e r i e  de e l l o s  o rd en a d o s  p o r  s u  c o n s t a n t e  d i e l é o t r i  

c a  -  in c lu y e n d o  una  a p o r t a c i ô n  i n t e r e s a n t e  d e b id a  a  

Bulenkov (1 9 6 8 ) ,  que h a  p re p a ra d o  u n a  s e r i e  e l u o t r o p i r  

c a  de 32 d i s o l v e n t e a .  .

E l g r a d i e n t s  de e l u c i ô n  -  v a r i a c i ô n  de l o s  compo­

n e n t e s  de l a  f a s e  m ô v il  d u r a n te  e l  r e v e l a d o  -  t a n  u t i l i  

zado en c r o m a to g r a f i a ,  h a  s id o  a p l i c a d o  a  l a  G .O .P . p o r  

R y b icka  (1962) en l a  s e p a r a c i ô n  de g l i c é r i d o s .

Las d im e n s io n e s  de l a s  câm aras  de r e v e l a d o  i n f l u -  

yen  en l a  r e p r o d u c t i b i l i d a d  de l o s  v a l o r e s  d e l  R f ,  p o r  

l a  d i f i c u l t a d  de s a t u r a r  deb id am en te  l a s  câm aras  de g r ^  

d e s  d im e n s io n e s  con  l o s  v a p o re s  d e l  d i s o l v e n t e .  Las. c â ­

m aras t i p o  *• Sandw ich’*^câmaras S ( S t a h l ,  1 9 6 2 ) ,  e s t â n  

fo rm adas  p o r  dos p l a ç a s  de v i d r i o  muy p rô x im a s ,  una  de 

l a s  c u a l e s  c o n t i e n s  e l  a d s o r b e n t s ;  e s t a s  c â m a ra s ,  p o r  su  

pequeho vo lum en , f a v o r e c e n  l a  s a t u r a c i ô n  d e l  a i r e  con  l o s  

v a p o re s  d e l  d i s o l v e n t e  y ,  p o r  t a n t o ,  l a  r e p r o d u c t i b i l i d a d  

de l o s  v a l o r e s  d e l  Rf o b t e n i d o s .

E l  e s p e s o r  de l a s  c a p a s  puede  i n f l u i r  en l o s  v a -



l o r e s  o b te n id o s  de R f .  Jan ch en  (1968) a t r i b u y e  l a  i n  

f l u e n c i a  d e l  e s p e s o r  a  l a  d e f i c i e n t s  s a t u r a c i ô n  de 

l a s  câm aras de r e v e l a d o  y e f e c t u a  e x p e r i e n c i a s  oon g r a  

d i e n t e s  en e l  e s p e s o r  y  d i f e r e n t e s  s a t u r a c i o n e s ;  D a l l a s  

(1968a) i n d i c a  que e l  e s p e s o r  de l a  capa  no i n f l u y e  so ­

b r e  e l  R f ,  s i  l a  a c t i v i d a d  de l a  c a p a  e s  c o n s t a n t e  y s e  

u t i l i z a n  câm aras S .

5 . 2 .  P i v e r s a s  t é c n i c a s  de r e v e la d o

Las p r im e r a s  v a r i a c i o n e s  en  l a s  t é c n i c a s  de r ^  

v e la d o  s e  r e f i e r e n  a  l a  p o s i b i l i d a d  de e f e c t u a r  r e v e -  

l a d o s  a s c e n d e n t e s ,  d e s c e n d a n te s  y  h o r i z o n t a l e s ,  h a b ié n  

do se  p u b l ic a d o  p o s t e r io r m e n te  n u e v a s  t é c n i c a s  de r e v e ­

l a d o ,

Una de l a s  a p o r t a c i o n e s  mâs i n t e r e s a n t e s  es e l  

r e v e l a d o  en f l u j o  c o n t in u e  ( B o b b i t t ,  1 9 6 3 ) ,  en e l  que 

p a r t e  de l a  p l a ç a  asoma p o r  una r e n d i j a  e x i s t a n t e  en l a  

p a r t e  s u p e r i o r  de l a  câm ara , e v a p o râ n d o se  en e sa  zona 

e l  d i s o l v e n t e ,  con l o  que e l  r e v e l a d o  p uede  c o n t i n u a r  

p o r  t iem po  i n d e f i n i d o .  De e s t a  fo rm a ,  s e  aum enta  e l  nu­

méro de p l a t o s  t e ô r i c o s  de l a  c a p a  y ge c o n s ig n e  l a  s e ­

p a r a c i ô n  de p r o d u c t os muy p o l a r e s  que de o t r a  fo rm a que 

d a r i a n  f i j a d o s  en e l  o r i g e n ,  o l a  s e p a r a c i ô n  de p ro d u c -  

t o s  de p o l a r i d a d  s i m i l a r  con d i s o l v e n t e s  poco p o l a r e s  

( l o  que f a v o r e c e  l a  s e p a r a c iô n  a l  d e s t a c a r  s u s  d i f e r e n  

c i a s ) ,  Una câm ara  mâs s o f i s t i c a d a  p a r a  e l  r e v e l a d o  en



f l u j o  c o n t in u o  es l a  d e s a r r o l l a d a  p o r  B re n n e r  y 

N ie d e r w ie s e r  (1961) -  câm ara BN -  h a b ié n d o s e  d i s e  

Rado p o s t e r io r m e n te  o t r a  câm ara s i m i l a r  p o r  Hara

( 1 9 6 9 ) .  M edian te  r e v e l a d o  en f l u j o  c o n t in u o  h a  s e -  

p a rado  Angoso (1972) e l  i n s e c t i c i d e  L e b a y c id  de 

o t r o s  p r o d u c to s  de su  s i n t e s i s .

En e l  p r o c e d im ie n to  de r e v e l a d o . e n  dos dimen 

s i  ones -  r e v e la n d o  p r im e ro  en una' d i r e c c i ô n  y p o s t e  

r io r m e n te  en o t r a  a  90® -  se  c o n s ig n e  s e p a f a r  c a d a  

mancha o b te n id a  en e l  p rim er r e v e l a d o  en  o t r a s  p o s i  

b l e s  m anchas, con l o q u e  aum enta  l a  r e s o l u c i ô n  de 

l a  c a p a ,  pud iendo  e f e c t u a r s e  r e a c c i o n e s  q u îm ic a s  con  

l o s  p ro d u c to s  e n t r e  cad a  r e v e l a d o  ( S t a h l ,  I9 6 0 )  o 

c a m b ia r se  de a d s o r b e n t e (Pumphrey, 1 9 6 7 ) .  Una u t i l i -  

z a c iô n  i n t e r e s a n t e  d e l  r e v e l a d o  en  dos d i r e c c i o n e s  

e s  l a  e f e c t u a d a  p o r  H ais  (1 9 7 0 ) ,  e l  c u a l  e f e c t u a  r e a £  

c lo n e s  q u fm icas  e n t r e  l o s  dos r e v e l a d o s  que se  l l e v a n  

a  cabo con  e l  mismo d i s o l v e n t e ;  de e s t a  fo rm a , l o s  

p r o d u c to s  que no h a n  r e a c c io n a d o  quedan  en una  d ia g £  

n a l  so b re  l a  cap a  p o r  t e n e r  e l  mismo R f en l o s  dos 

r e v e l a d o s .

E x i s t en o t r o s  p ro c e d im ie n to s  de s e p a r a c i ô n  l i a  

mados de dos o mâs d im e n s io n e s  en l o s  q u e ,  d e sp u e s  d e l  

r e v e l a d o  en una  o dos d im e n s io n e s  so b re  l a  misma c a p a  

a n t e s  e s t u d i a d o s ,  l o s  p ro d u c to s  son t r a n s f e r i d o s  a  

o t r o  p ro c e d im ie n to  de s e p a r a c i ô n :  c r o m a to g r a f i a  de gas



(M angold, 1961a) (M arko ve tz ,  1 9 6 8 ) ,  c r o m a to g r a f i a  en 

colum na ( E i s e n b e i s s ,  1 9 7 1 ) ,  e s p e c t r o m e t r l a  de m asas 

( K a i s e r ,  1 9 6 9 ) ,  e t c . ;  o b i e n ,  a  l a  i n v e r s a ,  d e sp u e s  

de c u a l q u i e r  p ro c e d im ie n to  de s e p a r a c i ô n :  c ro m a to g ra ­

f i a  de gas ( J a n a k ,  1963 y 1971) ( K a i s e r ,  1 9 6 4 ) ,  croma 

t o g r a f l a  en colum na ( D i jk ,  1 9 6 9 ) ,  m i c r o d e s t i l a c i ô n  

( S t a h l ,  1 9 6 8 ) ,  e t c . ,  l o s  p ro d u c to s  son  a p l i c a d o s  a  l o  

l a r g o  de una cap a  a  l a  s a l i d a  d e l  c ro m a tô g ra fo  — o del 

a p a r a t o  adecuado  -  s ie n d o  p o s t e r io r m e n te  r e v e l a d a .

En l a  t e c n i c a  de r e v e l a d o  m u l t i p l e  s e  e f e c -  

t u a n  d i f e r e n t e s  r e v e l a d o s  en l a  misma d i r e c c i ô n  con  

e l  mismo o con d i f e r e n t e s  d i s o l v e n t e s ,  de e s t a  fo rm a , 

en e l  p r im e r  c a s o ,  s e  aum enta  l a  s e p a r a c i ô n  e n t r e  l a s  

manohas y ,  en e l  segundo  c a s o ,  pueden  s e p a r a r s e  s o b r e  

l a  misma capa  p ro d u c to s  muy p o l a r e s  y poco p o l a r e s  

( S t a h l ,  1959 y 1965a).

En e l  p ro c e d im ie n to  e s tu d ia d o  p r im e ro  p o r  

M a t th ia s  (1954) en c r o m a to g r a f i a  en p a p e l ,  y p o s t e ­

r io r m e n te  p o r  S t a h l  (1958) en C .C .P . , l a  c a p a  d is p o n e  

de un e s t r e c h a m ie n to  en l a  zona de a p l i c a c i ô n  que f a ­

v o r e c e  e l  que l a s  manchas t e n g a n  l a  fo rm a de l i n e a s  

c u rv a s  e s t r e c h a s ,  con l o  que s e  c o n s ig u e  a u m e n ta r  l a  

r e s o l u c i ô n .

En e l  r e v e l a d o  c i r c u l a r  e l  p r o d u c t o a  e s t u d i a r  

s e  a p l i c a  en o c e r c a  d e l  c e n t r e  de l a  c a p a  ( c o lo c a d a  

en p o s i c i ô n  h o r i z o n t a l )  p o r  e l  que p é n é t r a  e l  d i s o l v e n



t e  r e v e l a d o r ,  o b te n ie n d o s e  manchas en form a de a n i l l Q s  

e s t r e c h o s  ( S t a h l ,  1958 y 1 9 5 8 a ) .  La v e l o c i d a d  de e s t e  

p ro c e d im ie n to  de r e v e l a d o  se  aum enta  s i  e l  s i s t e m a  se  

c o lo c a  en una  c e n t r i f u g a  (Rosmus, 1 9 6 4 ) .

O tra s  t é c n i c a s  y  a p a r a t o s  i n t e r e s a n t e s  p a ra  e l  

r e v e la d o  que podemos m en c io n a r  so n :  l a  câm ara  de r e v e ­

l a d o  de T a q u i ta n i  (1965) p r o v i s t a  de un  d i s p o s i t i v e  pa­

r a  l a  i n t e r r u p c i ô n  d e l  r e v e la d o  cuando e l  d i s o l v e n t e  h a  

a lc a n z a d o  l a  a l t u r a  d e s e a d a ;  l o s  p r o c e d im ie n to s  de r e v e  

l a d o  c o n t in u o  p a ra  G .O .P . d e s a r r o l l a d o s  p o r  T u r in a  (1964) 

y V i s s e r  (1 9 6 7 ) ;  l a  câm ara  de S c h w a rtz  (1967) p a r a  e l  

r e v e l a d o  b a jo  a t m é s f e r a  de n i t r ô g e n o  de s u s t a n c i a s  In è s  

t a b l e s ;  l a  câm ara  de S a n d ro n i  (1970) p a r a  e l  r e v e l a d o  

s im u l t a n é e  de una cap a  con d i s o l v e n t e s  d i f e r e n t e s ;  l a  

câm ara  a u to m â t i c a  de Schneck  (1970) p a r a  e l  r e v e l a d o  en 

una  o dos d im e n s io n e s  con d i f e r e n t e s  d i s o l v e n t e s  y  con­

t r o l  d e l  f r e n t e  d e l  d i s o l v e n t e  en l a  c a p a ;  e l  r e v e l a d o  

s i n  d i s o l v e n t e s  l i q u i d e s  u t i l i z a n d o  g e l e s  como d i s o l v e n ­

t e s ,  id e a d o  p o r  T occi (1 9 7 0 ) ;  l a  câm ara  de n i v e l  c o n s t a n  

t e  de Roder (1970) p a ra  e v i t a r  l a  d i f e r e n c i a  de n i v e l  du 

r a n t e  e l  r e v e l a d o ;  e t c .

5 . 3 .  S e p a ra c iô n  p o r  e l e c t r o f o r e s i s

La s e p a r a c i ô n  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  es  a d e c u a d a  pa­

r a  a q u e l l a s  s u s t a n c i a s  que son  s o l u b l e s  en  s o l u c io n e s  

tampôn y que p r e s e n t a n  c a r g a  e l é c t r i c a .  En l a  s e p a r a c i ô n



p o r  e l e c t r o f o r e s i s  se  p u l v e r i z a  i i i i c i a l m e n t e  l a  c a p a  

c on  u n a  s o l u c i o n  tam pon c o n v e n ie n t e ,  s e  c o lo c a n  dos 

p a p e l e s  de f i l t r o  a  ambos l a d o s ,  h u m edec ido s  i g u a l -  

mente con  l a  misma s o l u c i 6 n  y ,  d e s p u e s  de s i t u a r  e l  

p ro d u c to  a  e s t u d i a r  so b re  l a  c a p a ,  s e  a p l i c a  un  campo 

e l e c t r i c o  de unos c e n t e n a r e s  de v o l t i o s  a  t r a v e s  d e l  

p a p e l  y de l a  c a p a .

D ebido a l  campo e l e c t r i c o  m ig ra n  l a s  d i f e r e n ­

t e s  s u s t a n c i a s  p r é s e n t e s  a  d i f e r e n t e s  v e lo c id a d e s  y 

s e n t i d o s ,  o b te n ie n d o s e  su  s e p a r a c i ô n .  P i n a l i z a d o  e l  

p r o c e s o ,  y s e c a d a  l a  c a p a ,  l o s  d i f e r e n t e s  p r o d u c to s  

so n  v i s u a l i z a d o s  de form a c o n v e n c io n a l .

La e l e c t r o f o r e s i s  en capa  f i n a  p r é s e n t a  l a  

v e n t a j a  so b re  l a  de p a p e l  de que , d e b id o  a  s e r  p ro d u c  

t o s  a d s o r b e n t e s  e i n t e r v e n i r  l a  a d s o r c i ô n ,  p u ed en  ob­

t e n e r  s e  d i f e r e n t e s  s e p a r a c i o n e s  v a r i a n d o  e l  a d s o r b e n ­

t s .  A c a u s a  d e l  pequeno tamano de l a s  pa r t i c u l a s  de 

l o s  a d s o r b e n t e s  u t i l i z a d o s ,  l a s  manchas o b t e n i d a s  son  

mâs pequenas  y mâs n f t i d a s .

Aprovecbando e s t e  s i s t e m a  s e  han  s e p a ra d o  d i -  

v e r s o s  t i p o s  de s u s t a n c i a s .  Honegger (1961) h a  s é p a r a  

do am in as  y a m in o â c id o s ,  Stegem ann (1964) p r o d u c to s  de 

d e g ra d a c iô n  de l a  h e m o g lo b in a .  Keck (1964) n u c l e ô s i d o s  

y n u c l e o t i d e s ,  H aluk (1970) â c id o s  f e n ô l i c o s  y Cooper 

( l 9 7 2 ) â c i d o s  h i d r o x ib e n z ô i c o s  m e ta b o l i z a d o s  en  p l a n ­

t a s .



6 . -  VISUALIZAGION 0 DETEGCION GUALITATIVA Y GUANTITATIVA

M edian te  l a  v i s u a l i z a c i o n  podemos v e r  y e s t u d i a r  

l o s  p r o d u c to s  s e p a r a d o s  y ,  con  p a t r o n e s  a d e c u a d o s ,  i d e n  

t i f i c a r l o s  y  v a l o r a r l o s .

P o s ib le m e n te  s e a  l a  v i s u a l i z a c i ô n  l a  p a r t e  de l a  

G .G .P . que mas a d e l a n t o s  t e o n i c o s  h a y a  e x p e r im e n ta d o ,  ya  

q u e ,  a p a r t é  de l o s  p r o c e d im ie n to s  s e n c i l l o s  de a p l i c a r  

l a  l u z  U .V .,  l o s  v a p o re s  de yodo o l a  p u l v e r i z a c i ô n  de 

r é a c t i v é s  p a r a  l a  v i s u a l i z a c i ô n  de l a s  m anchas , s e  h an  

p u e s to  a  pu n to  num erosos a p a r a t o s  d e t e c t o r e s  p o r  f l u o r é ^  

c e n c i a ,  r a d i a c t i v i d a d ,  c e n t e l l e o ,  e t c . ,  que f a c i l i t a n  l a  

c u a n t i f i o a c i ô n  e i d e n t i f i c a c i ô n  s o b re  l a  misma p l a ç a  de 

l o s  p ro d u c to s  s e p a r a d o s .  P o r o t r a  p a r t e ,  e l  a s p e c to  q u £ -  

mico de l a  v i s u a l i z a c i ô n  se  ha  v i s t o  i n c r é m e n ta l e  p o r  

c e n t e n a r e s  de r é a c t i v e s  d i f e r e n t e s  muy s e l e c t i v o s  q u e ,  

a p l i c a d o s  a  c a d a  p ro b lem a , nos dan in f o r m a c iô n  s o b re  e l  

g rupo  qu im ico  a  que p e r t e n e c e n  l o s  p r o d u c to s  s e p a ra d o s . .  

E s t e s  p r o d u c to s  s e  a p l i c a n  p u lv e r i z a n d o  su s  s o lu c io n e s  

s o b re  l a  cap a  en una  câm ara  a d ec u ad a  p r o v i s t a  de v e n t i l a -  

c i ô n .

6 . 1 .  V i s u a l i z a c i ô n  y  v a l o r a c i ô n  s im p le

Una v e z  v i s u a l i z a d o  e l  p r o d u c to  s o b re  l a  c a p a  

p o r  a lg u n o  de l o s  p ro c e d im ie n to s  s e n c i l l o s  a n t e s  i n  

d i c a d o s ,  podemos v a l o r a r  l a  c a n t i d a d  de p ro d u c to  p o r  

co m p arac iô n  '*a s im p le  v i s t a '* ,  con  manchas de c a n t i d a



d es  c o n o c id a s  d e l  mismo p ro d u c to  r e v e l a d o  en l a s  m is— 

mas c o n d ic io n e s .  E s te  p ro c e d im ie n to  puede s e r  i n t e r e ­

s a n t e  en num erosos c a s o s  en l o s  que s o l o  se  d e s e e n  r e  

s u l t a d o s  s e m i o u a n t i t a t i v o s ,  c o ra e t ié n d o s e  un e r r o r  d e l  

o rd e n  d e l  20 ^  ( Jo h n s o n ,  1 9 6 8 ) .

S i p a r a  l a  v a l o r a c i ô n  medimos l a  s u p e r f i c i e  de 

l a s  manchas d e l  p ro d u c to  r e v e l a d o  y de r e f e r e n d a  con 

un  p l a n î m e t r o ,  c a l c o  so b re  un p a p e l  y p e sa d a  de l a  zo­

n a  r e c o r t a d a  de l a s  m anchas , p e s a d a  de una  c o p ia  f o t o — 

g r â f i c a ,  e t c . ,  e l  e r r o r  com etido  s e r a  m enor; e s t e  e r r o r ,  

se  gun Oswald (1 9 6 4 ) ,  s e r a  d e l  o rd e n  d e l  3*5 ^  a l  10 

(e n  l a  m ed id a  con  un  p l a n im e t r o )  s e g u n  s e a  l a  s u p e r f i ­

c i e  de l a  manclia. En e s t e  caso  puede u t i l i z a r s e  l a  r e -  

l a c i ô n  de P u rd y  y T r u t e r ,  que i n d i c a  que e l  l o g a r i tm o  

d e c im a l  de l a  c a n t i d a d  de p ro d u c to  e s  p r o p o r c i o n a l  a  l a  

r a i z  c u a d ra d a  d e l  a r e a  de l a  m ancha, l a  c u a l  e s  v a l i d a  

p a r a  un ancho m argen  de c o n c e n t r a c i o n e s  (P u rd y , 1 9 6 2 ) .

6 . 2 .  V i s u a l i z a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  p o r  d e n s i t o m e t r f a

En e l  p ro c e d im ie n to  de v a l o r a c i ô n  p o r  d e n s i t o -  

m e t r i a  se  mide d i r e c ta m e n te  s o b r e  l a  c a p a  l a  i n t e n s i d a d  

de c o l o r  de l a  mancha p ro d u c id a  p o r  una  s u s t a n c i a  d e s -  

pu és  d e l  r e v e l a d o  y  v i s u a l i z a d o  de l a  misma. Es p r e c i s o ,  

p o r  l o  t a n t o ,  que e s t a  mancha s e a  v i s i b l e ,  b i e n  p o r  s e r  

c o l o r ead a ,  o p o r  h a b e r l a  c o l o r eado o c a rb o n iz a d o  p o r  

r e a c c i o n e s  q u fm ic a s  p o s t e r i o r e s .



E l p ro c e d im ie n to  de m edida  c o n s i s t e  en un  r a  

yo de lu z . v i s i b l e  q u e ^ d e sp u é s  de s e r  r e f l e j a d o  en l a  

mancha b a jo  un  a n g u io  d e te rm in a d o  -  m ôtodos de r e f l e o -  

t a n c i a ,  r e f l e x i ô n  o r e m is iô n  -  o a t r a v e s a r  l a  mancha y 

l a  p l a ç a  -  m étodos de t r a n s m i t a n c i a ,  t r a n s m i s i ô n  o den 

s i t o m e t r i a  p ro p ia m e n te  d ic h a  segun  a lg u n o s  a u t o r e s  -  

es  d e te c t a d o  p o r  un f o t o m u l t i p l i c a d o r  y  c u a n t i f i c a d o  

en un r e g i s t r e .

E l  a p a r a t o  mide l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  l u z  i n ­

c i d e n t e  y l a  l u z  r e f l e j a d a  o t r a n s m i t i d a  (A y e rs ,  1 9 5 6 ) .  

La r e l a c i ô n  e n t r e  l a  d e n s id a d  ô p t i c a  y l a  c o n c e n t r a o iô n  

de c o l o r  so b re  un  s ô l i d o  medio es  examin&da p o r  K u b e lk a  

( 1 9 4 8 ) m o d if ic a n d o ,  p a r a  e l  c a so  de a l t a s  c o n c e n t r a c i o ­

n e s  de c o l o r a n t e ,  l a  l e y  de B e e r .  Graduando l a  a b e r t u r a  

d e l  a p a r a t o  y c o lo c a n d o  f i l t r e s  a d e c u a d o s  pueden # e j o -  

r a r s e  l a s  c o n d ic io n e s  de t r a b a j o .

P a ra  d e t e r m i n a r  l a  r e l a c i ô n  e n t r e  l a  s u p e r f i c i e  

de l a  c u rv a  r e g i s t r a d a  y l a  c a n t i d a d  de p ro d u c to  r e v e l a ­

do , es n e c e s a r i o  r e g i s t r a r  a l  mismo t ie m p o  c a n t i d a d e s  co 

n o c id a s  d e l  p ro d u c to  e s tu d ia d o  r e v e l a d a s  en I q s  mismas 

c o n d ic io n e s ,  o b te n ie n d o s e  una  c u rv a  de c a l i b r a d o  y d e -  

b ie n d o  t e n e r  en c u e n ta  p a r a  l a  d e te r m in a c iô n  d e l  p e so  de 

l a  s u s t a n c i a  l a  r e l a c i ô n  de B lunden  (1 9 6 7 ) ,  que i n d i c a  

que e l  l o g a r i tm o  d e c im a l  d e l  peso  de l a  s u s t a n c i a ,  e s  

p r o p o r c i o n a l  a  l a  r a i z  c u a d ra d a  de l a  l e c t u r a  d e l  i n t e ­

g r a t o r  d e l  r e g i s t r e .



Es n e c e s a r i o  e f e c t u a r  e l  p r o c e s o  c r o m a to g r â f ic o  

en l a s  m e jo re s  c o n d ic io n e s  p o s i b l e s  de hom ogene idad , t e  

n ie n d o  en, c u e n ta  l a  a p l i c a c i ô n  d e l  p r o d u c t o , ' l a s  f a s e s  

m ô v il  y  e s t a c i o n a r i a ,  e l  e s p e s o r  d e l  a d s o r b e n t e ,  l a  a p l i  

c a c iô n  de l o s  r é a c t i v é s  q u im ic o s  y l a  p r e s e n c i a  de im pü- 

r e z a s  en l a  s u s t a n c i a  exam inada.

S i  e l  a p a r a t o  d e t e c t o r  u t i l i z a d o  e s  adecuado  

s o lo  p a r a  c rom atogram as de p a p e l ,  e s  n e c e s a r i o  f o t o g r a -  

f i a r  o f o t o c o p i a r  e l  c re m a te gram a, s ie n d o  e s t a  r e p r o d u c -  

c i ô n  l a  que s e  r e g i s t r e  en e l  d e t e c t o r ;  e s  d i f i c i l  e l e -  

g i r  e l  c o n t r a s t e  de l a  p e l f c u l a  o p a p e l  f o t o g r â f i c o  pa­

r a  que l a  zona  de l a  c u rv a  t i e m p o - d e n s id a d  de c o l o r  s e a  

l a  a d e c u a d a .

T r e i b e r  (1971) h a  p re p a ra d o  un é q u ip é  p r o v i s t o  

de t r è s  r e g i s t r e s  p a r a  l a  d e t e c c i ô n  g im u l tâ n e a  de l a s  

m anchas p o r  r e f l e x i ô n  y t r a n s m i s i ô n .

6 . 3 . V i s u a l i z a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  p o r  f l u o r i m e t r i a

E l p ro c e d im ie n to  es  s i m i l a r  a l  a n t e r i o r  ( s o l o  

r e f l e x i ô n )  u t i l i z a n d o  l u z  U.V. en v e z  de l u z  v i s i b l e .  

Puede e f e c t u a r s e  p o r  m ed ida  de l a  f l u o r e s c e n c i a  o p o r  mje 

, d i d a  de l a  a b s o r c i ô n  0 e x t i n c i ô n  (q u e n c h in g )  de l a  f l u o ­

r e s c e n c i a .

E l p r im e r  metodo es  d i r e c t e  y a  que se  m ide l a  

l u z  e m i t id a  p o r  l a  s u s t a n c i a  f l u o r e s c e n t e  (p ro v o c a d a  p o r



l a  l u z  i n c i d e n t e ) ,  l o  que l e  i n d e p e n d iz a  g e n e ra lm e n te  

d e l  **fondo” de l a  c a p a  (Klaus*, 1 9 6 4 ) ,  p ud iend o  m e d i r -  

s e  p r o d u c to s  f lu p o re s c e n te s  de p o r  si. o que se  han c o n -  

v e r t i d o  en f l u o r e s c e n t e s  m e d ia n te  una  r e a c c i ô n  a d e c u a ­

da  a n t e s  o d e sp u é s  d e l  r e v e l a d o .

E l segundo metodo ( a s !  como l o s  m étodos d e n s i -  

t o m é t r i c o s )  e s  i n d i r e c t e ,  p u e s to  que se  m ide l a  a b s o r ­

c i ô n  de l a  l u z  p o r  e l  p ro d u c to  s e p a ra d o  r e s p e c t e  a  l a  

l u z  e m i t id a  p o r  l a  c a p a ,  p r e p a ra d a  con a g e n t  es f l u o r é s  

c e n t e s  ( J â n c h e n ,  1968a), Las p r e c a u c io n e s  a  tom ar so n  

s i m i l a r e s  a  l o s  d e l  a p a r t a d o  a n t e r i o r .

6 .4*  V i s u a l i z a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  p o r  e s p e c t r o f o t o m e t r i a  d i -  

r e c t a  s o b re  l a  cap a

M ed ian te  e s t e  p ro c e d im ie n to  de v i s u a l i z a c i ô n  y 

v a l o r a c i ô n  podemos o b te n e r  e l  e s p e c t r e  de a b s o r c i ô n  y 

de f l u o r e s c e n c i a  (o e m is iô n )  de l a s  s u s t a n c i a s  s e p a r a d a s  

s o b r e  l a  capa  " i n  s i t u "  p u d ie n d o ,  de e s t a  fo rm a , i d e n -  

t i f i c a r  c u a l i t a t i v a m e n t e  l a  s u s t a n c i a  e s t u d i a d a ,  y  t r a  

b a ja r id e  en e l  maxime de a b s o r c iô n  o f l u o r e s c e n c i a  y 

p o r  c o m p a ra c iô n ,  l a  c a n t i d a d  de s u s t a n c i a  s e p a r a d a .

P a r a  l a  o b te n c iô n  d e l  e s p e c t r o  e s  n e c e s a r i o  u t i ­

l i  z a r  un  e s p e c t r o f o tô m e t r o  a co p lad o  a  un  s o p o r t e  m ô v il  

s o b re  e l  que d e s c a n s a  l a  p l a ç a .  Üna v e z  l o c a l i z a d a s  

-  p o r  t r a n s m i s i ô n  o r e f l e x i ô n ,  con l u z  v i s i b l e  o U.V. -  

l a s  d i f e r e n t e s  s u s t a n c i a s  s e p a r a d a s  p o r  e l  paso  de l a



cap a  d e b a jo  d e l  r a y o  de l u z ,  s e  s i t u a  e s t a  en l a  p o s i ­

c i ô n  a d e c u a d a  en e l  e s p e c t r o f o t ô m e t r o  o b te n ie n d o s e  f â -  

c i lm e n te  e l  e s p e c t r o  de l a  s u s t a n c i a  e s t u d i a d a  ( J o r k ,  

1 9 6 4 ) .

E s t e  e s p e c t r o  no es  i d é n t i c o  a l  de l a  misma

s u s t a n c i a  m edida en u n a  c u b e ta  (aunque  s i  e l  niîmero y

p o s i c i ô n  de l o s  p i c o s )  d eb id o  a  l a  i n f l u e n c i a  d e l  a d s o r  

b e n t e ,  p e ro  s i  obtenem os e l  e s p e c t r o  de c a n t i d a d e s  c'ono 

c i d a s  de s u s t a n c i a s  p u r a s  i d e n t i c a s  r e v e l a d a s  en l a s  

mismas c o n d ic io n e s ,  podremos f â c i l m e n t e  i d e n t i f i c a r  p o r  

c o m p a rac iô n  e s a  s u s t a n c i a .

M ed ian te  l a  l e c t u r a  de l a  a b s o r c i ô n  o f l u o r é se e n  

c i a  en e l  mâximo d e l  e s p e c t r o  podrem os c o n o c e r  c u a n t i t a  

t iv a m e n te  l a  s u s t a n c i a  s e p a r a d a ,  s i e n d o  n e c e s a r i o  c o n s -  

t r u i r  p re v ia m e n te  c u rv a s  de c a l i b r a d o  (g e n e ra lm e n te  no 

l i n e a l e s  en r e f l e x i ô n )  con c a n t i d a d e s  d i f e r e n t e s  de s u s  

t a n c i a s  r e v e l a d a s  en l a s  mismas c o n d i c i o n e s .  E l c o e f i -  

c i e n t e  de v a r i a c i ô n  ( d e s v i a c i ô n  t i p i c a )  en e s t a s  con­

d ic io n e s . ,  es d e l  o rd e n  d e l  3 ( J o r k ,  1 9 6 8 ) .

Los r e s u l t a d o s  pueden s e r  s o l o  s e m i o u a n t i t a t i v o s  

( e r r o r  ap rox im ado  10 ^ )  d e b id o  a  l a  f a l t a  de u n i f o r m i -

dad  de l a s  manchas ( p r o d u c c iô n  de " c o l a s " )  s i e n d o ,  en

e s t o s  c a s o s ,  mâs adecuado  su  m edida  p o r  t r a s l a d o  d e l  

a d s o r b e n t e  con e l  p ro d u c to  a  una  c u b e t a  ad ec u ad a  que  se  

m ide con e l  e s p e c t r o f o t ô m e t r o  a n t e s  m encionado (Prodÿm a,

1 9 6 4 ) .



La s e n s i b i l i d a d  d e l  m etodo , s e g u n  J o r k  (1 9 6 8 a ) ,  

e s  d e l  o rd e n  de 10 v e c e s  mayor a  l a  o b t e n i d a  a  p a r t i r  

d e l  e s p e c t r o  de l a  misma s u s t a n c i a  c o n te n id a  en u n a  eu 

b e t a ,  s i e n d o ,  adem âs, un método mâs r â p i d o  y e x a c to  y 

e v i t â n d o s e  p ê r d i d a  de s u s t a n c i a  p o r  t r a n s f e r e n c i a  de l a  

c a p a  a  l a  c u b e t a .

Los i n s t r u m e n t o s  u t i l i z a d o s  p a r a  e s t e  t i p o  de v i  

s u a l i z a c i ô n  s i r v e n  ta m b ié n ,  en l a  raa y o r ia  de l o s  c a s o s ,  

p a r a  l a  v i s u a l i z a c i ô n  p o r  t r a n s m i s i ô n  y r e f l e x i ô n  en 

l u z  v i s i b l e  y U .V .,  pu d ien d o  s e r  u t i l i z a d o s  p a r a  un  am- 

p l i o  m argen de p r o d u c t o s .  Del mismo modo que en l o s  mé­

to d o s  a n t e r i o r e s ,  s i  una  s u s t a n c i a  no es  d e t e c t a b l e  p o r  

l u z  v i s i b l e  o U.V. puede h a c e r s e  r e a c c i o n a r  c o n  a lg u n  

p ro d u c to  que f a v o r e z c a  su v i s u a l i z a c i ô n .

En " e s p e c t r o s  de r e f l e c t a n c i a "  se  e n g lo b a n  l o s  es  

p e c t r o s  y a  e s t u d i a d o s  o b te n id o s  p o r  m edio de l a  l u z  v i s i  

b ) le  o U .V .,  p o r  r e f l e x i ô n  de l a  l u z  s o b re  l a  c a p a  c ro m a- 

t o g f â f i c a  ( P r e i ,  1 9 7 1 ) ,  s i e n d o  s i m i l a r e s  a  l o s  e s p e c t r o s  

de a b s o r c i ô n  y e m is iô n  aunque m o d i f ic a d o s  p o r  e l  a d s o r ­

b e n t e  que form a l a  c a p a .

6 . 5 .  I d e n t i f i c a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  m e d ia n te  e l u c i ô n

En l o s  p r o c e d im ie n to s  e s t u d i a d o s  h a s t a  a h o r a  p a r a  

l a  i d e n t i f i c a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  de l a s  d i v e r s a s  s u s t a n c i a s  

s e p a r a d a s  p o r  0 . 0 . P . ,  e l  p ro d u c to  c o n s id e r a d o  p e rm a n e c ia  

en l a  p l a ç a  e v i t â n d o s e  e l  t r a n s v a s e  d e l  p ro d u c to  y l a



p e r d i d a  de p a r t e  d e l  mismo, s i e n d o , a l  mismo t ie m p o ,  un  

s i s t e m a  r a p i d o  de v a l o r a c i ô n .

S in  em bargo, en c i e r t o s  c a s o s ,  e s  n e c e s a r i o  s e -  

p a r a r  e l  p ro d u c to  con  e l  a d s o r b e n te  d e l s o p o r t e  de l a  o a -  

p a ,p a r a  p o d e r  u t i l i z e r  d i f e r e n t e s  t é c n i c a s  de i d e n t i f i ­

c a c iô n  y v a l o r a c i ô n  que no pueden a c tu a lm e n te  e f e c t u a r ­

se  en l a  p l a ç a ,  g e p a ra n d o ,  en o t r o s  c a s o s ,  l o s  p r o d u c to s  

d e l  a d s o r b e n te  p a r a  p o d e r  s e r  e s t u d i a d o s  en m e jo re s  Con­

d i c i o n e s  e v i t a n d o  l a s  i n t e r f e r e n c i a s  p r o p i a s  de l o s  ad ­

s o r b e n t e s  ( R a n d e r a th ,  1 9 6 3 ) .

6 .5*1* C o n d ic io n e s  p a r a  una  e lu c iô n  s a t i s f a c t o r i a

P a ra  una  buena  e l u c i ô n  d e l  p ro d u c to  en o o n d i  

c i ones c u a n t i t a t i v a s  y  l i b r e  de im p u re z a s  es  n e c e  

s a r i o  c o n s i d e r a r  d i v e r s e s  a s p e o t o s ,

6 .5 * 1 .1 .  Los a d s o r b e n t e s  s e r a n  de g ra n  p u r e z a  y  de 

tam ano homogéneo. Es c o n v e n ie n te  e l  l a v a -  

do de l a s  c a p a s  (Brown, 1 9 6 4 ) .  En c i e r t o s  

c a s o s  puede s e r  adecuado  e l  oambio de d i ­

s o l v e n t e ,  d e sp u és  de l a  e l u c i ô n  y secad o  

de l a  m u e s t r a ,  p a ra  e l i m i n a r  l a s  im p urezas  

d e l  a d s o r b e n te  y  d e l  a g i u t i n a n t e  ( B o b b i t t ,  

1 9 6 3 a ) .

6 * 5 .1 .2 .  Los d i s o l v e n t e s  deben  s e r  de g ra n  p u r e z a ,  

e f e c tu a n d o  con  e l l o s  e n sa y o s  en  b la n c o  pa



r a  e s t u d i a r  p o s i b l e s  i n t e r f  e r e n c i a s ;  d_e 

ben  s e r  l o  mâs v o l a t i l e s  p o s i b l e  p a r a  

su  f â c i l  e l i m in a c i ô n  d e sp u é s  d e l  r e v e l a  

do .

6 .5 .1 .3 *  Las câm aras  de r e v e l a d o  deben  e s t a r  b ie n  

s a tu r a d a s .  p a r a  e v i t a r  que e l  d i s o l v e n t e  

a s c i e n d a  p o r  l a  c a p a  con e l  f r e n t e  en 

form a de l i n e a  c u rv a  (y  con é l  t o d o s  l o s  

p r o d u c to s  r e v e l a d o s ) ,  f a c i l i t â n d o s e  a s l ,  

que a l  r a s p a r  l a  c a p a  en una  zona  d e t e r ­

m inada  de a c u e rd o  con l o s  p a t r o n e s  l a t é ­

r a l e s ,  no s e  r a s p e  to d o  e l  p ro d u c to  r e v £  

la d o  s in o  p a r t  e de é l  (B rau n , 1 9 6 2 ) .

6 . 5 . 1 . 4 .  D u ra n te  l a  a p l i c a c i ô n  y e l  r e v e l a d o  debe 

e v i t a r s e  to d o  cambio qu im ico  de l a  s u s ­

t a n c i a  a  e s t u d i a r  p ro d u c id o  p o r  f o t o l i — 

s i s ,  o x i d a c io n e s ,  r e a c c i o n e s  con e l  d i ­

s o l v e n t e ,  e t c . ,  d e b ie n d o s e  tom ar t o d a  c3a 

s e  de p r e c a u c io n e s  p a r a  l a  a p l i c a c i ô n  de 

vo lum enes  e x a c t e s  de l a s  s o l u c io n e s  

( F a i r b a i r n ,  1968) s i n  c a r g a s  e x c e s i v a s

de p ro d u c to  que f a c i l i t a r i a n  l a  fo rm a c iô n  

de " c o l a s " .

6 . 5 . 1 . 5 .  La r e c o g i d a  de l a s  m u e s t r a s  se  h a r â  l o  

mâs c u a n t i t a t i v a m e n t e  p o s i b l e ,  e f e c t u â n -  

d o s e ,  g e n e r a lm e n te ,  p o r  r a s p a d o  d e l  a d s o r



b e n te  que c o n t i e n e  e l  p ro d u o to  e s t u d i a ­

d o .  U t i l i z a n d o  e l  a p a r a t o  p re p a ra d o  p o r  

S t u t z  (1 9 6 8 ) ,  puede e l u i r s e  d i r e c ta m e n -  

t e  e l  p ro d u c to  s i n  s e p a r a r l o  de l a  p l a ç a .

6 .5 .1 * 6 .  E l d i s o l v e n t e  em pleado p a r a  l a  e l u c i ô n

debe t e n e r  u na  c o n s t a n t e  d i e l e c t r i c a  ade  

c u a d a  p a r a  q u e ,  en u na  c r o m a to g r a f i a  e fe£  

tu a d a  con e se  a d s o r b e n t e ,  d i s o l v e n t e  y 

p r o d u c to ,  e l  Rf s e a  c e rc a n o  o i g u a l  a  

uno ( B o b b i t t ,  1 9 6 3 a ) .

En e l  c a so  de t r a t a r s e  de u n a  crom a 

t o g r a f i a  en c a p a  p r e p a r a t i v a ,  l a s  p re c a u  

c lo n e s  a  tom ar so n  s i m i l a r e s ,  d eb ie n d o  t £  

n e r s e  en c u e n ta  l a  d i f e r e n t e  c a n t i d a d  de 

a d s o r b e n t e ,  d i s o l v e n t e  y  p r o d u c to  a  mani 

p u l a r  (J im eno , 1 9 7 2 ) .

A p e s a r  de t o d a s  e s t a s  p r e c a u c io n e s  

l a  o b t e n c iô n  c u a n t i t a t i v a  d e l  p ro d u c to  s i  

gue s ie n d o  e l  p r i n c i p a l  p ro b lem a  de l o s  

m étod os  de e l u c i ô n ,  s i e n d o  v a r i a b l e  e l  

p o r c e n t a j e  o b te n id o  y d e l 'o r d e n  d e l  95 ^  

( G a n s h i r t ,  I 9 6 0 ) .  M ed ian te  c u rv a s  d e l  re n  

d im ie n to  e n , r e l a c i ô n  con l a  c a n t i d a d  de 

p ro d u c to  a  s e p a r a r ,  e f e c t u a d a s  con c a n t i  

d a d e s  c o n o c id a s  d e l  p r o d u c to ,  podemos d is  

m in u i r  a p r e c ia b le m e n te  e s t o s  e r r o r e s  (An



g o so , 1 9 7 3 ) .

P a ra  e v i t a r  l a  i n f l u e n c i a  de l a s  im 

p u r e z a s  que puedan acom panar a l  p ro d u c to  

e s t u d ia d o  u t i l i z a  H a r r i s  (1 9 6 8 ) ,  como 

b ia n c o  de co m p a rac iô n  p a r a  e l  e s t u d i o  por 

e s p e c t r o f o t o m e t r i a  U .V .,  l a  s o l u c i ô n  r é ­

s u l t a n t e  de r a s p a r  y e l u i r  una  zona  de 

c a p a  r e v e l a d a  en l a s  m ismas c o n d ic io n e s  

p e ro  s i n  p r o d u c to .

6 . 5 . 2 .  V a lo r a c iô n  d e l  p ro d u c to  e lu id o

Una v e z  e f e c t u a d a  l a  e l u c i ô n  d e l  p ro d u c to  - 

en l a s  m e jo re s  c o n d ic io n e s  p o s i b l e s ,  puede l l e v a r  

s e  a  cabo su  e s t u d i o  c u a l i t a t i v o  y c u a n t i t a t i v o  

p o r  c u a l q u i e r a  de l a s  t é c n i c a s  a n a l i t i c a s  en u so ,  

s ie n d o  u t i l i z a d a s  p r e f e r e n t e r a e n te ,  y  p o r  n e c e s i -  

t a r  p eq uenas  c a n t id a d e s  de p r o d u c to ,  l o s  m étodos 

e s p e c t r o f o t o m é t r i c o s  con  l u z  v i s i b l e ,  U.V. e I .R ; ;  

e l  c o e f i c i e n t e  de v a r i a c i ô n  de l o s  v a l o r e s  o b t e n i ­

dos p o r  e s t o s  m étodos de v a l o r a c i ô n  e s  d e l  o rd e n  

d e l  3 (P u rd y ,  .1 9 6 4 ) .  Se h a  u t i l i z a d o ,  ta m b ié n ,  pa 

r a  l a  v a l o r a c i ô n ,  l a  e s p e c t r o m e t r i a  de m asas 

( K a i s e r ,  1 9 6 7 ) ,  l a  r e s o n a n c i a  m a g n é t ic a  n u c l e a r  

( S z e k e ly ,  1 9 7 0 ) ,  l a  p o l a r o g r a f i a  (m ed ian te  un  p o la  

r ô g r a f o  de r a y o s  c a t ô d i c o s )  (H u b e r ,  1 9 6 8 ) ,  l a  i d é n  

t i f i c a c i ô n  p o r  medio d e l  p u n to  de e b u l l i c i ô n  d e l  

p ro d u c to  e s tu d ia d o  (M a r t in e k ,  1 9 7 1 ) ,  e t c .



6 , 6 .  V i s u a l i z a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  de p r o d u c to s  r a d i a o t i v o . s

E l g ran  in c re m e n to  e x p e r im e n ta d o  en e l  u so  de r a  

d i s ô t o p o s  en fo rm a  de r a d io f â r r a a c o s  y  de co m pu es to s  mar 

c a d o s  en l a  i n v e s t i g a c i ô n  y  c o n t r o l  c i e n t i f i c o ,  h a  h e — 

cho que s e a n  ta m b ié n  num erosos l o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  

en l o s  que i n t e r v i e n s  de una  fo rm a mâs o menos d i r e c t a  

l a  G .G .P . como método a n a l i t i c o .

La v i s u a l i z a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  de l o s  c ro m a to g ra ­

mas puede  e f e c t u a r s e  p o r  d i f e r e n t e s  p r o c e d im ie n to s ;

6 . 6 . 1 .  A u t o r r a d i o g r a f i a

E l p r o c e d im ie n to ,  en s u  fo rm a s im p le ,  es  

b a r a t o  y s e n c i l l o  p e ro  a d o le c e  d e l  i n c o n v é n ie n t s  

de s e r  muy l e n t o  p o r  s e r  n e c e s a r i o  e f e c t u a r  expo 

s i c i o n e s  d e l  o rd en  de h o r a s  o d f a s  -  d e n t r o  de 

l a s  c a n t id a d e s  de a c t i v i d a d  que s e  u t i l i z a n  n o r  

 ̂ m alm ente -  p a r a  o b te n e r  una  a u t o r r a d i o g r a f i a  que 

pueda  v a l o r a r s e  d i r e c ta m e n te  o p o r  m edio de un 

d e n s i tô m e t r o .  S in  em bargo, pueden  d e t e c t a r s e  c a n  

t i d a d e s  mùy pequ en as  de a c t i v i d a d  l o  que h a c e  

que , a  p e s a r  de su l e n t i t u d ,  s e a  un método muy 

u t i l  p a r a  nu m érosas  e x p e r i e n c i a s .  P a r a  a u m e n ta r  

l a  s e n s i b i l i d a d  d e l  método -  s o b re  to d o  en e l  c a  

80 d e l  t r i t i o  em iso r  b e t a  muy d é b i l  — s e  a d i c i o  

nan  a l  c rom atogram a p r o d u c to s  c e n t e l l e a d o r e s  

f l u o r e s c e n t e s  como e l  a n t r a c e n o ;  l o s  f o t o n e s  p ro



d u c id o s  im p re s io n a n  mâs r â p id a m e n te  l a  p e l l o u l a ,  

s ie n d o  e l  m etodo mâs e f i c a z  a  b a j a s  t e m p e r a t u r a s  

( f l u o r o g r a f i a )  (L u th i ,  1 9 6 5 ) .  Debido a l  m enor t a  

maho de l a s  m anchas p r o d u c id a s  en G .G .P . r e s p e c ­

t e  a  l a  c r o m a t o g r a f i a  en p a p e l ,  l o s  t ie rap o s  de 

e x p o s i c iô n  son  d e l  o rd en  de 10  a  100  v e c e s  m eno- 

r e s  en e s a  t é c n i c a .

El p ro c e d im ie n to  es  i m p r e s c i n d i b l e  en e l  c a  

so  de c ro m atog ram as  c o m p le jo s ,  t a i e s  como l o s  ob­

t e n i d o s  p o r  e l  r e v e l a d o  en dos d im e n s io n e s  de mez 

c l a s  de n um erosos  p r o d u c t o s .

La u t i l i z a c i ô n  de un  d e n s i tô m e t r o  p a r a  l a  

v a l o r a c i ô n  de una  a u t o r r a d i o g r a f f a ,  no es recom en 

d a b le  cuando s e  t r a t a  de d e t e r m i n a r  p r o d u c to s  r a -  

d i a c t i v o s  con c a n t i d a d e s  muy d i f e r e n t e s  de a c t i v i  

d a d .

6 . 6 . 2 .  S e p a ra c iô n  d e l  p ro d u c to  a c t i v e  d e l  c rom atogram a

Puede e f e c t u a r s e  l a  s e p a r a c i ô n  c o m p lé ta  de 

l a  p o r c iô n  de c a p a  c o n te n ie n d o  un p ro d u c to  v i s u a ­

l i z a d o  p o r  o t r o s  p r o c e d im ie n to s ,  o b i e n ,  m e d ia n te  

un  r a s p a d o r ,  q u i t a r  peq u en as  p o r c i o n e s  de l a  capa  

a  d i s t a n c i a s  p r e d e te r m in a d a s  que so n  m ed idas  in d £  

p e n d ie n te m e n te  p a r a  e f e c t u a r  l a  v i s u a l i z a c i ô n  y 

v a l o r a c i ô n  d e l  p r o d u c to .



En e l  p r im e r  c a s o ,  se e f e c t û à  d i r e c ta m e n te  l a  

v a l o r a c i ô n  t o t a l  d e l  p ro d u c to  m e d ia n te  c u a l q u i e r a  

de l o s  p r o c e d im ie n to s  de m ed ida  de p r o d u c to s  r a d i a o  

t i v o s  e x i s t e n t e s ,  que s e a n  a d e c u a d o s  p a r a  e l  t i p o  

de p a r t i c u l a s  o r a d i a c i o n e s  que e m i ta n  y p a r a  l a  can 

t i d a d  de a c t i v i d a d  e x i s t e n t e ,  s ie n d o  e l  mâs a d e c u a ­

do , como verem os mâs a d e l a n t e ,  l a  m ed ida  por c e n t e ­

l l e o  l i q u i d e  con o s i n  e l u c i ô n  d e l  a d s o r b e n t e .

En e l  segundo c a s o ,  es  n e c e s a r i o  e f e c t u a r  u n a  

m edida  de a c t i v i d a d  con  cada  una  de  l a s  p o r c io n e s  

r a s p a d a s  de l a  c a p a ,  que a l  no p o d e r  s e r  m uchas, 

r e s t a  r e s o l u c i ô n  a l  p r o c e d im ie n to .  E l p ro c e d im ie n to  

m anual es  muy t e d i o s o  e x i s t i e n d o ,  a fô r tu n a d a m e n te ,  

a p a r a t o s  a u to m â t i c o s  que e f e c t u a n  e l  r a s p a d o  p o r  zo­

n a s  (S n y d e r ,  1964 y 1965a) e i n c l u s e  é q u ip é s  en l o s  

que e l  s i s t e m a  e s  c o n t r o l a d o  p o r  u n a  c a l c u l a d o r a  

e l e c t r ô n i c a  ( P o s s i e n ,  1 9 7 1 ) ,  Qada zo n a  r a s p a d a  e s  i n  

t r o d u c i d a  en un v i a l  p r o v i s t o  de u n a  s o l u c iô n  a d e c u a  

da p a r a  l a  m edida  de l a  a c t i v i d a d  p o r  c e n t e l l e o  l i ­

q u id e ,  p o r  s e r  e s t e  e l  metodo g e n e ra lm e n te  u t i l i z a d o  

de m edida  d e b id o  a  que l a  m ayor p a r t e  de l o s  p ro d u c ­

t o s  c r e m a te g r a f i a d o s  so n  e m iso re s  b e t a  d é b i l e s ,  c a rb o  

n o -1 4 ,  H id rô g en o -3  ( t r i t i o ) ,  a z u f r e - 3 5 ,  e t c .  E s t e  pro  

c e d im ie n to  de m edida  es muy s e n s i b l e  y  e x a c te  y  e l  ms 

j o r  p a r a  e m iso re s  b e t a  d é b i l e s ,  s i e n d o  i m p r e s c in d i b l e  

en muchos e s t u d i o s  b i o l ô g i c o s  en l o s  que se  m a n ip u la n  

c a n t i d a d e s  muy pequefias de a c t i v i d a d  y segun  S nyder



(1965  y 1 9 6 6 ) y  u n id o  a l  p ro c e d im ie n to  de r a s p a d o  

p o r  z o n a s ,  m e jo r  que l a  d e t e c c i ô n  p o r  a u t o r r a d i o — 

g r a f f a  o p o r  e x p lo r a c i ô n  d i r e c t a .

O tro  de l o s  d i v e r s e s  p r o c e d im ie n to s  de m edi­

da  de a c t i v i d a d  que se  ha  u t i l i z a d o  en G .G .P . , e s  

l a  co m b u s tiô n  c U a n t i t a t i v a  de l a  m a t e r i a  o r g a n i c a  

t r a n s f o r m â n d o la  en d iô x id o  de c a rb o n e  y a g u a ;  e l  

ag u a  se r e t i e n s  con  un a d s o r b e n t e ,  o s i  e s t â  m arca  

da oon t r i t i o ,  se  c o n d en sa  y se  m ide p o r  c e n t e l l e o  

l i q u i d e ;  y e l  d iô x id o  de c a rb o n o ,  s i  e s t a  m arcado 

con c a rb o n o -1 4 ,  se  mide con un  d e t e c t o r  p r o p o r c io  

n a l  de f l u j o  o s e  a d s o rb s  en e ta n o la m in a  m id ie n d o -  

se  p o s t e r io r m e n te  ( K e l ly ,  1961) (D a v id so n , 1968) 

( H a a h t i ,  1 9 7 0 ) .  E s te  p ro c e d im ie n to  t i e n e  e l  in c o n ­

v é n i e n t s  de s e r  d e s t r u c t i v e .

6 . 6 . 3 .  V i s u a l i z a c i ô n  y v a l o r a c i ô n  d i r e c t a

E l p r o c e d im ie n to  c o n s i s t e  en l a  m ed ida  de l a  

a c t i v i d a d  de c a d a  zona  d e l  c rom atogram a s i n  l e v a n -  

t  ami e n te  de l a  c a p a ,  p o r  m edio  de un  s i s t e m a  de d_e 

t e c c i ô n  a d e c u a d o .  En l a  m a y o r ia  de l o s  c a s o s  e l  c r£  

m atogram a p a s a  p o r  d e b a jo  d e l  d e t e c t o r  a  u n a  v e l o ­

c id a d  c o n s t a n t e  ( e x p l o r a c i ô n ) ,  m ie n t r a s  que en 

o t r o s ,  es  v i s u a l i z a d o  y v a lo r a d o  s i n  m ovim ien to  me­

d i a n t e  m u l t i p l e s  d e t e c t o r e s .  E s to s  a p a r a t o s  so n  l i a  

mados r a d i o c r o m a tô g r a f o s .



6 . 6 . 3 . 1 .  E x p lo r a c iô n

En e l  p ro c e d im ie n to  de e x p lo r a c i ô n ,  e l  de 

t e c t o r  u t i l i z a d o  s u e l e  s e r  un  tu b o  G-M o un  con 

t a d o r  p r o p o r c i o n a l  con  o s i n  f l u j o  de g a s ,  p ro ­

v i s t o  0 no de v e n ta n a ,  o un d e t e c t o r  de c e n t e ­

l l e o .  E l  d e t e c t o r  s i n  v e n ta n a  es  adecuado  p a r a  

l a  m edida  de p ro d u c to s  raa rcados con  t r i t i o ,  d£ 

b id o  a  s e r  e l  t r i t i o  un  e m iso r  b e t a  muy d é b i l  

. ( 0 '0 1 8  MeV).

Las c o n d ic io n e s  a d e c u a d a s  p a r a  una  b uena  

e x p lo r a c i ô n  so n :  p ro x im id a d  d e l  crom atogram a a  

l a  r e n d i j a  d e l  d e t e c t o r  ( p a r a  l a  m edida c o r r e o  

t a  de c a d a  z o n a ) ,  v e lo c id a d  de e x p lo r a c i ô n  l e n  

t a  ( p a r a  que e l  e r r o r  de l a  m ed ida  s e a  m inim e) 

y una  r e n d i j a  e s t r e c h a  ( p a r a  o b t e n e r  una  b u en a  

r e s o l u c i ô n  de l o s  d i f e r e n t e s  p r o d u c to s )  (Wood, 

1968).

La m a y o r ia  de l o s  r a d i o c r o m a tô g r a f o s  comer 

c l a i e s  d is p o n e n  de d i s p o s i t i v o s  p a r a  p o d e r  v a— 

r i a r  l a  d i s t a n c i a  e n t r e  l a  p l a ç a  y e l  d e t e c t o r ,  

l a  v e l o c i d a d  de e x p lo r a c i ô n ,  l a s  d im e n s io n e s  de 

l a  r e n d i j a  y  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  de l a  v e n t a n a .  

A lgunos de e s t o s  a p a r a t o s  t i e n e n  l a  p o s i b i l i d a d  

de e x p l o r a r  l a  p l a ç a  m e d ia n te  e l  m ovim ien to  de 

su  s o p o r t e  en form a de **Z", que l e s  hace  v a l i ­

d e s  p a r a  l a  d e t e c c i ô n  de p l a ç a s  r e v e l a d a s  e n d o s



d im e n s io n e s ,  O tra  p o s i b i l i d a d  i n t e r e s a n t e  e s  e l  

r e g i s t r e  g r a f i c o  de l a  a c t i v i d a d  con do s  s e n s i -  

b i l i d a d e s  d i f e r e n t e s  a l  mismo t ie m p o ,  que pe rm i 

t e  l a  m edida  s im u l t a n e a  de p r o d u c to s  con  a c t i v i  

d ad es  muy d i f e r e n t e s ,

E l r a d i o  c ro m a tô g ra fo  id e a d o  p o r  P ra n k  (1959) 

p a r a  l a  e x p lo r a c i ô n  de p l a ç a s  en dos d im e n s io — 

n é s ,  c o n s t a  de 16 d e t e c t o r e s  G-M de f l u j o  u n id o s  

a  un  r e g i s t r e  g r â f i c o  comun o a  un  s i s t e m a  de 

c â l c u l o  e l e c t r ô n i c o ,

S c h u lz e  (1962) y  B e r th o l d  (1 9 6 7 ) ,  u t i l i z a n  

un  d e t e c t o r  p r o p o r c i o n a l  de f l u j o  de g a s  s i n  

v e n ta n a  p a r a  l a  e x p lo r a c i ô n  de p l a ç a s  en u n a  o 

dos d im e n s io n e s .  E l gas  u t i l i z a d o  en e s t o s  de­

t e c t o r e s  s u e l e n  s e r  una  m ez c la  d e l  90  io de a rgon  

y e l  10  de m e tan o . O tro  p ro c e d im ie n to  de medi 

da  es l a  im preg nao iÔ n  de l a  capa  con  s o l u c i o n e s  

c e n t e l l e a d o r a s ,  u t i l i z a n d o  como d e t e c t o r  un  f o t £  

m u l t i p l i c a d o r  (R o u o a y ro l ,  1 9 6 4 ) .

M u z z a r e l l i  (1966) u t i l i z a  p a r a  l a  d e t e c c i ô n
I

de l o s  d i v e r s o s  p r o d u c to s  a c t i v o s ,  un  e s p e c t r ô -  

m e tro  de r a y o s  gamma, de 128 c a n a l e s  p r o v i s t o  de 

un  d e t e c t o r  de c e n t e l l e o .  Una v e z  l o c a l i z a d o s  

p o r  e x p lo r a c i ô n  l o s  d i v e r s o s  p r o d u c to s  que i n t e -  

r e s e n ,  puede  e f e c t u a r s e  un e s p e c t r o  gamma de i d e n



t i f i c a c i ô n  s i t u a n d o  e l  d e t e c t o r  s o b r e . e sa  zo­

n a .

E l equ ip o  d is e n a d o  p o r  H a r ih a r a n  (1968) 

c o n s t a  de 12 d e t e c t o r e s  G—M, a c o p la d o s  a  un  

s i s t e m a  e l e c t r ô n i c o  adecu ad o  p a r a  t r a n s f o r m a r  

l o s  im p u lso s  g e n e ra d o s  en l o s  d e t e c t o r e s ,  en 

a l t a  t e n s i ô n  d e l  v o l t a j e  n e c e s a r i o  p a ra  qu e , 

t r a n s m i t i d a  a  unas  p u n ta s  s i t u a d a s  s o b re  un pa 

p e l  e l e c t r o s e n s i b l e ,  s e  o b te n g a  u n a  g r â f i c a  s i  

m i l a r  a  una a u t o r r a d i o g r a f i a .

P ryd z  ( 1 9 7 1 ) u t i l i z a  como d e t e c t o r  u n  mul 

t i p l i c a d o r  de e l e c t r o n e s ,  p o r  c o n s i d e r a r  que 

e s  m e jô r  p a r a  l a  m edida  d e l  t r i t i o  que l o s  t u — 

b o s  G-M de f l u j o  de g a s .  Todo e l  equ ipo  e x p lo -  

r a d o r  e s t a  s i t u a d o  en e l  i n t e r i o r  de una  câma­

r a  de v a c fo  (de 75 1 de c a p a c i d a d ) ,  p o r  l o  que 

no es adecuado  p a r a  p r o d u c to s  v o l â t i l e s .

Una v e z  o b te n id o  e l  r e g i s t r e  g r â f i c o  con  

su s  d i f e r e n t e s  p i c o s  ( r a d io c ro m a to g r a m a ) , p r o -  

p o rc io n a d o  p o r  c u a l q u i e r a  de l o s  s i s t e m a s  de 

d e t e c c iô n  e s t u d i a d o s ,  puede  e f e c t u a r s e  su  c u a n ­

t i f  i c a c i ô n  m ed ian t e un  p l a n î m e t r o ,  i n t e g r a d o r ,  

p e sa d a  d e l  p a p e l ,  c a l c u l a d o r a  e l e c t r ô n i c a  

(S n y d e r ,  1 9 6 8 ) ,  e t c .

Un d e t a l l e  im p o r t a n t e  a  t e n e r  en c u e n t a ,  

e s  e l  de l a  a b s o r c i ô n  de l a  r a d i a c i ô n  p o r  l o s



a d s o r b e n te s  u t i l i z a d o s  en O .G .P . ,  l o  que h ace  que 

l o s  r e n d im ie n to s  de d e t e c c i 6n  v a r i e n  g randeraen te  

de unos r a d i s 6t o p o s  a  o t r o s ,  a s f  p o r  e je m p lo ,  1 % 

e f i c a c i a  de l a s  m ed idas  e f e c t u a d a s  con un deteo^ 

t o r  p r o v i s t o  de v e n ta n a ,  de c a rb o n o -1 4  y a z u f r e - 3 5  

es d e l  o rd en  d e l  5 y  s i n  v e n ta n a  y de t r i t i o ,  d e l  

o rd e n  d e l  0*5 ^  (Boucke-, 1 9 6 5 ) .

6 .6 .3 * 2 .  V i s u a l i z a o l 6 n  g i n  m ovim ien to

En l a  v i s u a l i z a c i 6n de p r o d u c to s  a c t i v e s  

s i n  m ovim ien to  de l a  p l a ç a ,  l a  d e t e c c i 6n  se  e f e c -  

t u a  m ed ian te  m u l t i p l e s  d e t e c t o r e s  G-M y p r o p o r c i o -  

n a l e s ,  con y s i n  f l u j o  de g a s ,  que c u b re n  t o d a  l a  

zona  de m ed id a .

Uno de l o s  p ro c e d im ie n to s  de v i s u a l i z a o i o n  

e s  l a  cam ara  de c h i s p a s  de P u l l a n  ( 19 6 8 ) en s u s  

dos v e r s i o n e s ,  con e l e c t r o d e s  de a lam b re  l i n e a l e s  

p a r a l e l o s ,  o en  e s p i r a l  con uno de l o s  e l e c t r o d o s  

c o n c e n t r i c o .  E n t r e  l o s  d o s  e l e c t r o d o s ,  anode y  c â to  

do ,  se  c r é a  un campe e l ê c t r i c o  m e d ia n te a l t a  t e n ­

s i o n  l o  que h a c e  q u e , a l  p a s a r  una  p a r t i c u l a  b e t a  

( p r o v e n ie n te  de l a  p l a ç a  s i t u a d a  d e b a jo  de l o s  e le o  

t r o d o s )  a  t r a v é s  d e l  campe e l ê c t r i c o ,  o r i g i n e  u na  

i o n i z a c i ê n  v i s i b l e  en form a de c h i s p a .  E n t r e  l e s  

dos e l e c t r o d o s  hay  un f l u j o  de g as  a d e c u a d o .  Una 

s e r i e  de e l e c t r o d o s  en form a de p a r r i l l a  c u b re n  

t o d a  l a  p l a ç a  y l a s  c h i s p a s  so n  r e g i s t r a d a s  m e d ia n -



t e  u na  cam ara f o t o g r â f i c a  P o l a r o i d .  EL p ro c e d im ie n to  

e s  c 6modo y r â p i d o ,  d e l  o rd e n  de m in u to s ,  p e ro  no e s  

c u a n t i t a t i v o .

E l  e q u ip o  d i s e h a d o  p o r  G i l b e r t  (1971) p a r a  

G .O .P . en u n a  s o l a  d im e n s io n ,  d is p o n e  de 30 d e t e c t o — 

r e s  G-M s e p a ra d o s  uno d e l  o t r o  p o r  una  d i s t a n c i a  de  ̂

1 cm; l a  r e s o l u c i ô n  e s  p o b re .  E l  p ro c e d im ie n to  e s  muy 

r â p i d o .

O tro  p ro c e d im ie n to  de d e t e o c i o n ,  d e s a r r o l l a d o  

r e c i e n t e m e n te  p o r  "The R a d io c h e m ic a l  G e n tre "  (1975) 

c o n s i s t e  en un d e t e c t o r  m u l t i p l e  form ado p o r  100  con  

t a d o r e s  p r o p o r c i o n a l e s  de f l u j o  de g a s ,  que se  s i t û a n  

so b re  l a  p l a ç a  y acum ulan  l o s  im p u ls o s  n e c e s a r i o s  p a r a  

que l a  e s t a d i s t i c a  d e l  c o n t a j e  s e a  b u e n a .  Una c a l c u l a  

d o ra  e l e c t r ê n i c a  a n a l i z a  l o s  d a t o s  y d e s p u l s  de i n d i -  

c a r  l o s  im p u ls o s  acum ulados p o r  cad a  d e t e c t o r ,  e f e c — 

t u a  l a  c u a n t i f i c a c i 6n  de l o s  p r o d u c to s  r e v e l a d o s .  Es 

adecu ad o  p a r a  p l a ç a s  e s t r e c h a s  r e v e l a d a s  en una  s o l a  

d im ensi& n.

EL p ro c e d im ie n to  mas e s p e c t a c u l a r ,  aunque ta m -  

b i é n  e l  mas c a r o ,  e s  e l  d e s a r r o l l a d o  p o r  l a  B a i r d -  

A tom ic , que c o n s i s t e  en l a  ù t i l i z a c i 6n  s im u l t â n e a  de 

1622 d e t e c t o r e s  G—M de f l u j o  de g a s  con o s i n  v e n t a — 

n a ,  que se  s i t û a n  so b re  l a  p l a ç a  e n v ian d o  l o s  im p u l­

so s  a  un tu b o  de r a y o s  c a t ô d i c o s  que p e rm i te  l a  v i — 

s u a l i z a c i & n  de form a i n m e d ia t a .  M e d ia n te una  cam ara



f o t o g r â f i c a  P o l a r o i d  pueden  r e g i s t r a r s e  l o s  r £  

s u l t a d o s  o b t e n i d o s .  E l  p ro c e d im ie n to  e s  r â p i d o  

y s e n s i b l e  p e ro  t i e n e  poca  r e s o l u c i â n  y c n a n t i  

' t a t i v a m e n t e  se  o b t i e n e n  r e s u l t a d p s  d é f i c i e n t e s  

(S n y d e r ,  1 9 7 0 ) .

6.7* O tro s  p ro c e d im ie n to s  de v i s u a l i z a c i 6n  y v a l o r a c i o n  de 

p r o d u c to s

P a ra - 'a p ro v e c h a r  l a  g ra n  s e n s i b i l i d a d  d e l  d e t e c t o r  

de i o n i z a c i o n  de l l a m a ,  P a d le y  (1969) r é v é l a  l o s  p ro ­

d u c to s  s o b re  una  v a r i l l a  de v i d r i o  c u b i e r t a  de g e l  de 

s i l i c e ;  e s t a  v a r i l l a  d e s p u l s  de r e v e l a d a  y s e c a  s e  i n ­

t r o d u c e  le n te m e n t  e en un h o m o  a n u l a r ,  p i r o l i z â n d o s e  

l o s  p ro d u c to s  que son  c o n d u c id o s  p o r  n i t r ô g e n o  y d e te c  

t a d o s  p o r  un d e t e c t o r  de i o n i z a c i l n  de l l a m a .

En e l  p ro c e d im ie n to  d e s a r r o l l a d o  p o r  T s u j in o  (1969) 

l o s  p r o d u c to s ,  d e sp u e s  de r e v e l a d o s  y s e c o s ,  son  c one en 

t r a d e s  l a t e r a l m e n t e  p o r  r e v e l a d o  a  90^ ( M i lb o r r o w ,1965) 

y s e p a r a d o s  de l a  p l a ç a  j u n to  con e l  a d s o r b e n t e ;  en  un 

a p a r a t o  de m ic ro c o m b u s t io n  son  p a sa d o s  a  a n h id r i d o  c a r -  

b ô n ic o  y v a l o r a d o s .

O tro  p ro c e d im ie n to  de v a l o r a c i l n  e s  e l  u t i l i z a d o  

p o r  Cremer (1 9 6 9 ) ,  e l  c u a l  mide l a  c o n d u c t iv id a d  e l é c -  

t r i c a  de l o s  p r o d u c to s  d u r a n t e  e l  r e v e l a d o  m e d ia n te  

e l e c t r o d o s  s i t u a d o s  s o b re  l a  c a p a .



Radomsqui (1970) u t i l i z a  un d e t e c t o r  de c a p t u r a  

e l e c t r o n i c a  p a r a  e l  a n â l i s i s  de i n s e c t i c i d a s  d o r a ­

d o s ,  e f e c tu â n d o s e  o n o ,  una  d e p u ra c iô n  p r e v i a  (c lean­

up) a n t e s  de l a  O .G .P .

H a a h t i  (1970) d é te r m in a  d i f e r e n t e s  l i p i d e s  me­

d i a n t e  un  d e t e c t o r  de c o n d u c t iv id a d  t e r m i c a ;  p a r a   ̂

e l l e ,  é v a p o ra  l e s  p r o d u c to s  s e p a r a d o s  en una  v a r i l l a  

c u b i e r t a  de g e l  de s i l i c e  m e d ia n te  un  h o m e  que c a -  

l i e n t a  p o r  z o n a s ,  y  o x id a  e s t e s  p r o d u c to s  a  a n h i d r i ­

do c a r b û n ic o  y ag u a  en un  h o rn o  a  650% m ed ian t e 6x i -  

do de c o b re ;  r e t i e n e  e l  agua  con p e n tû x id o  de f ô s f o -  

r o  y d é t e c t a  e l  a n h i d r i d o  c a r b 6n i c o .

L ib b y  (1968) y Chapman (1 9 7 2 ) ,  u t i l i z a n  l a  e s -  

p e c t r o m e t r i a  de e m is iû n  de r a y o s  X p a r a  l a  v a l o r a c i 6n  

" i n  s i t u "  de l o s  p r o d u c to s  c re m a te g r a f i a d o s  y Huber

(1970) l a  f l u o r e s c e n c i a  de r a y o s  X p a ra  l a  d e te r m in a -  

c i 6n  s e m i c u à n t i t a t i v a ,  ta m b ie n  " i n  s i t u " ,  de c i e r t o s  

e le m e n tos  como c l o r e ,  a z u f r e ,  bromo, e t c .

K ynast (1971) h a  e f e c tu a d o  üh e s t u d i o  de l a  a p l i -  

c a c i é n  d e l  p ro c e s o  e l e c t r é n i c o  de d a to s  a  l a  0 . 0 . F* 

c u a n t i t a t i v a  d i r e c t a .



7 .  EFICACIA Y RESOLUOION DE UN PROCESO CROMATOGRAFIGO 

7*1• E f i c a c i a

La e f i c a c i a  de una  cap a  o r o m a to g r a f i c a  se  m ide 

p e r  e l  numéro de p l a t o s  t e l r i o o s .
'  V

El c o n c e p to  de p l a t o  t e l r i c o  se  h a  i n t r o d u c i d o  

en c r o m a to g r a f i a  p o r  l a  s e m e ja n z a  e n t r e  l a s  co lum - 

n a s  de d e s t i l a c i & n  f r a c c i o n a d a  y l a s  co lum nas y c a -  

pa s  c r o m a t o g r a f i c a s ,  s ie n d o  e l  p l a t o  t e l r i c o  u n a  u n i  

dad  de l a  colum na de d e s t i l a c i 6n  en  l a  que e x i s t e  un ‘ 

e q u i l i b r i o  e n t r e  e l  v a p o r  a s c e n d e n te  y  e l  l i q u i d e  des 

c e n d e n te .

En c r o m a to g r a f i a  en colum na e x i s t en d i v e r s a s  f o r  

m u las  p a r a  m e d ir  e l  numéro de p l a t o s  t e l r i c o s  ( S t a h l ,

1965) que pueden  a p l i c a r s e  a  l a  C .C .F . :

- A '  ■ > - -1 6 . d g  A

s ie n d o

A = a l t u r a  e q u i v a l e n t s  a  un p l a t o  t e o r i c o ( c m ) .

= l o n g i t u d  de l a  mancha d e l  p ro d u c to  s e p a r a -  

do (m edida  en l a  d i r e c c i l n  d e l  m ovim ien to  

d é l  d i s o l v e n t e )  (cm ).

d^ = d i s t a n c i a  d e sde  e l  p u n to  de a p l i c a c i l n  a l

c e n t r e  de l a  mancha (mayor i n t e n s i d a d  de 

c o l o r )  (cm ).

n  = nûmero de p l a t o s  t e p r i c o s .

L = d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  p o r  e l  d i s o l v e n t e  d e s —

de e l  p u n to  de a p l i c a c i& n  (cm ).



Hay que o b s e r v a r  que A no es  c o n s t a n t e  d u r a n te  

e l  r e c o r r i d o  d e l  d i s o l v e n t e  p o r  l a  c a p a ,  in c rem en — 

ta n d o s e  con  l a  l o n g i t u d  d e l  mismo ( S t a h l ,  1 9 6 5 ) ,  

s i e n d o  i n d e p e n d ie n t e  d e l  Rf d e l  p ro d u c to  se p a ra d o  

(S n y d e r ,  1967 , 1 9 6 7 a ) .

E l  nûmero de p l a t o s  t e o r i c o s  de una  cap a  depen  

d e ,  en mayor o m enor g ra d o ,  de l a  c a p a  a d s o r b e n t e ,  

d e l  d i s o l v e n t e  r e v e l a d o r  y  de l a  c a n t i d a d  y c a r a c t £  

r i s t i c a s  d e l  p ro d u c to  a p l i c a d o ,  p o r  l o  que e s  un da­

t e  û n ic o  p a r a  c a d a  s e p a ra c i& n  i n d i c a n d o ,  no o b s t a n t e ,  

l a  e f i c a c i a  mayor o menor de una  c a p a  c r o m a to g r â f i c a ;  

en r e a l i d a d  d e b e r i a  d e c i r s e  e f i c a c i a  de un  p ro c e so  

c r o m a to g r à f i c o .

7 . 2 .  R e s o l u c i l n  (o s e l e c t i v i d a d )  d e l  p ro c e s o  c ro m a to -  

g r a f i c o

La r e s o l u c i û n  puede d e f i n i r s e  como l a  d i f £  

r e n c i a  r e l a t i v a  e n t r e  l a s  a f i n i d a d e s  de l o s  d i -  

f e r e n t e s  com ponen tes  de l a  m u e s t r a  p o r  l a  f a s e  

e s t a c i o n a r i a ;  i n d i c a  s i  dos p r o d u c to s  se  c o n s id ^  

r a n  s u f i c i e n t e m e n t e  s e p a r a d o s .

P a r a  c a l c u l a r  l a  r e s o l u c i ô n  de un p ro c e s o  

puede u t i l i z a r s e  l a  fô rm u la  i n d i c a d a  p o r  S nyd er  

( 1967a ) :

2 ( d R 2  -  & R l )R
"d1 +



s i e n d o

Rg = r e s o l u c i ô n  de dos  manchaa adya
c e n t e s .

^  ^R2 ~ d i s t a n c i a  desde  e l  punto  de apLi
c a c i ô n  a l  c e n t r e  de l a  mancha 
d e l  p r o d u c to  s e p a r a d o  (mayor i n  
t e n s i d a d  de c o l o r )  (cm).

^  ^d2 ~ l o n g i t u d  de l a s  manchas (m edida
en l a  d i r e c c i ô n  d e l  movim ien to  
d e l  d i s o l v e n t e )  (cm).

s i  Rg es  i g u a l  o mayor que 1_ l a  r e s o l u c i ô n  es  a c e p -  

t a b l e .

8 .  GONSERVAOION DE GROMATOGRAMAS

Una vez  r e v e l a d o  y  v i s u a l i z a d o  e l  c rom atograma y 

e f e c t u a d a s  l a s  o p o r t u n a s  m ed id as  de R f ,  tamaho de l a s  

manchas y v a l o r a c i ô n ,  p o r  c u a l q u i e r a  de l o s  p r o c e d im ie n  

t e s  d e s c r i t o s ,  e s  i n t e r e s a n t e ,  en num ero sas  o c a s i o n e s ,  

c o n s e r v a r  e l  c rom atogram a o s u  r e p r o d u c c i ô n  p a r a  u l t e -  

r i o r e s  e s t u d i o s .

P a r a  c o n s e r v a r  e l  c rom atogram a y e v i t a r  e l  d e t e r i £  

r o  d e l  a d s o r b e n t e ,  puede r e c u b r i r s e  l a  c a p a  con u n a  ban  

da  de p l â s t i c o  a u t o a d h e s i v o ,  c o n s e r v â n d o s e  con su  Sopor  

, t e ,  0 b i e n ,  puede d e s p r e n d e r s e - l a  p a r t e  s u p e r i o r  de l a  

c a p a  p o r  l e v a n t a m i e n t o  de l a  banda  de p l â s t i c o ,  con  Ib  

que l a  c o n s e r v a c i ô n  es  menos v o lu m in o sa  ( K n ig h t ,  1 9 6 3 ) .  

Tambien puede a p l i c a r s e  una  l a c a  p u l v e r i z a d a  que aumente  

l a  c o h e s i o n  d e l  a d s o r b e n t e ,  s e p a r â n d o s e  l a  m e z c la  de l a -



c a  y a d s o r b e n t e  de su  s o p o r t e  con l a  a y uda  de a g u a ;  e l  

c o n j u n t o  puede r e f o r z a r s e  p o r  raedio de u n a  ban d a  de c in  

t a  a u t o a d h e s i v a  ( L i c h t e n b e r g e r ,  1 9 6 2 ) .

Debido a  que a  l o  l a r g o  d e l  t ié m p o  e l  c o l o r  de mu 

c hos  p r o d u c t o s  d e s a p a r e c e  o l a  mancha se  e n san c h a  c o n -  

s i d e r a b l e m e n t e ,  es mas p r a c t i c e ,  s i  s e  d e s e a  c o n s e r v a r  

l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  d e l  c rom atograma o r i g i n a l ,  e f e c t u a r  

una  c o p i a  d e l  mismo.

E l  s i s t e m a  mas s im p le  c o n s i s t e  en  c o l o c a r  s o b r e  

l a  c a p a  un  p a p e l  t r a n s p a r e n t e  o t r a n s l u c i d e  y c o p i a r  l a  

fo rm a  y s i t u a c i ô n  de l a s  m anchas .

Un s i s t e m a  f o t o g r â f i c o  s e n c i l l o  de c o p i a  e s  e l  

que u t i l i z a  e l  p a p e l  empleado en l a s  c o p i a s  de p i a n o s  

(o b i e n  p a p e l  f o t o g r â f i c o  n o r m a l ) s i t u a n d o  l a  p l a ç a  so ­

b r e  e l  e i m p r e s i o n â n d o l e  con  una. l u z  a d ec u a d a  ( E i s e n b e r g ,  

1 9 6 2 ) .  Un s i s t e m a  p r â c t i c o  y r â p i d o  es  e l  use  de u na  mâ 

q u i n a  de o f i c i n a  de h a c e r  f o t o c o p i a s  ( H i l t o n ,  1 9 6 2 ) .

E l  p r o c e d i m i e n to  mâs adecuado  de c o p i a  es  l a  f o t o -  

g r a f i a  norm al  en b l a n c 6 y  n e g r o  o en c o l o r ,  p u d ien d o  

u t i l i z a r s e  un a m p l io  margen de p e l î c u l a s  p a r a  o b t e n e r  

l o s  t o n o s  de c o l o r  d e s e a d o s .  Las f o t o g r a f i a s  pueden  

e f e c t u a r s e  con  l u z  v i s i b l e  o U .V . ,  e x i s t i e n d o  e q u ip o s  

c o m e r c i a l e s  a d e c u a d o s .



9 .  GOMENTARIO FINAL

^  l o s  s i g u i e n t e s  c a p i t u l o s  de l a  p r e s e n t e  memo 

r i a ,  se  d e s c r i b i r a n  a lg i m a s  t e o n i c a s  o r i g i n a l e s  d e -  

s a r r o l l a d a s  p o r  n o s o t r o s ,  que pueden  a p o r t a r  a l g o  a l  

e s f u e r z o  g e n e r a l  de l o s  d i v e r s o s  o i e n t i f i c o s  que t r a  

b a j a n  en e s t e  campo. En t o d o s  e l l o s  se  h a  t r a t a d o  de

m e j o r a r  l o s  p r o c e d i m i e n t o s  a c t u a l e s  o de a b r i r  a l g u n
(

nuevo f r e n t e  p a r a  p o s t e r i o r e s  t r a b a j o s .  A p e s a r  de 

l a  c o p i o s a  b i b l i o g r a f f a  e x i s t a n t e ,  e l  campo no e s t a  

a g o t a d o .



OAPITULO I I

OBOMATOGRAFIA EN PAPA PINA PE ESPESOR Y ADSORBENTE HOMQGENEOS' 

EN TRES DIREOGIONES SOBRE LA MISMA CAPA

1.  INTRODUGGION

La mas i m p o r t a n t e  l i m i t a o i ô n  de l a  c r o m a t o g r a f i a  en 

capa  f i n a  ( G . G . F . ) ,  es  e l  e s c a s o  nûmero de p l a t o s  t e ô r i c o s  

d i s p o n i b l e s  r e s p e c t e  a  o t r o s  p r o c e d i m i e n t o s  c r o m a t o g r â f i -  

cosy (S n y d e r ,  1967, 1 9 6 7 a ) .

E l  p r o c e d i m i e n to  mâs i n t e r e s a n t e  u t i l i z a d o  p a r a  a u -  

raen ta r  e s t e  nûmero de p l a t o s  t e ô r i c o s  es  e l  r e v e l a d o  en 

dos d i r e c c i o n e s ,  l la m ad o  r e v e l a d o  b i d i m e n s i o n a l  ( K i r c h n e r ,  

1951) ( S t a h l ,  I 9 6 0 ) ;  c o n s i s t e  en r e v e l a r  l a  c a p a  con e l  

p ro d u c to  a p l i c a d o ,  s e c a r l a  y e f e c t u a r  un  segundo r e v e l a d o  

en o t r a  d i r e c c i ô n  d i f e r e n t e  g i r a n d o  l a  c a p a  9 0 ° .  Gon e s t e  

p r o c e d i m i e n t o ,  e f e c t u a d o  en c a p a s  c u a d r a d a s ,  g e n e r a l m e n t e  

de 20 X 20 cm, se  aum enta  c o n s i d é r a b l e m e n t e  e l  nûmero de 

p l a t o s  t e ô r i c o s  y se  c o n s ig n e  que ,  de c a d a  mancha s e p a r a d a  

en e l  p r i m e r  r e v e l a d o ,  puedan s e p a r a r s e  v a r i o s  p r o d u c t o s  

po r  u t i l i z a r  en e l  nuevo r e v e l a d o  un d i s o l v e n t e  d i f e r e n t e  

a l  a n t e r i o r ;  e s t o s  n uevos  p r o d u c t o s  quedan  so b r e  l a  c a p a  

p ud iendo  s e r  v i s u a l i z a d o s  y e s t u d i a d o s .

E l  paso  s i g u i e n t e  -  e l  r e v e l a d o  en t r è s  d i r e c c i o n e s  

0 d im e n s io n e s  -  no e s t â  r e s u e l t o  ya  qu e ,  se  c o n s i d é r a  mul­

t i d i m e n s i o n a l  e l  u t i l i z a r  d i v e r s a s  c a p a s  con  e l  mismo p r o -



d u c to  a p l i c a d o ,  que se  rev .e lan  en dos  d im e n s io n e s  pe ro  

con d i s o l v e n t e s  y v i s u a l i z a d o r e s  d i f e r e n t e s  (Arx,  1 9 6 3 ) ,  

o b i e n  l a  u t i l i z a c i ô n  de d i f e r e n t e s . a d s o r b e n t . e s  m ez c la — 

dos de forma d i f e r e n t e  a  l o  l a r g o  de l a  c a p a  ( S t a h l ,  

1 9 6 4 a ) ,  Tambien se  c o n s i d é r a  m u l t i d i m e n s i o n a l  e l  cambio 

en l a  t é c n i c a  c r o m a t o g r â f i c a  u t i l i z a d a ,  t a l  como e l  pa­

so de l a  c r o m a t o g r a f i a  en f a s e  g a s e o s a  a  l a  O .C .F .  

(Mangold, 1961a) ( J a n a k ,  1964) o de l a  G .G .P .  a  l a  e l e £  

t r o f o r e s i s  (W ach te r ,  1 9 7 0 ) .

1 . 1 .  D e s c r i p c i o n  d e l  mêtodo

El metodo de r e v e l a d o  u t i l i z a d o  p o r  n o s o t r o s  

se  r e a l i z a  segun  t r è s  d i r e c c i o n e s  s o b r e  l a  misma c a  

p a ,  de e s p e s o r  y  a d s o r b e n t e  homogeneos,  e f e c tu a n d o  

t r è s  r e v e l a d o s  i n d e p e n d i e n t e s  con d i s o l v e n t e s  d i f e — 

r e n t e s ;  l a  capa  se  g i r a  90° e n t r e  c a d a  r e v e l a d o .  Es 

t e  metodo es  a d e c u a d o ,  s o b r e  t o d o ,  p a r a  l a  s e p a r a -  

c i 6n de un p r o d u c to  de m e z c la s  c o m p l e j a s  de l a s  que 

se  d i sp o n e  de poca  c a n t i d a d  o d e l  que se  e f e c t u a n  e£  

t u d i o s  c u a n t i t a t i v o s ,  s i e n d o  i n t e r e s a n t e  p o d e r  e f e c -  

t u a r  l a s  d i v e r s a s  s e p a r a c i o n e s  s o b r e  l a  misma Capa 

p a r a  e v i t a r  l a  t r a n s f e r e n c i a  y p é r d i d a  d e l  p r o d u c t o ,  

p ud ien d o  e s t u d i a r s e ,  ademâs,  l o s  r e s t a n t e s  p r o d u c t o s  

s e p a r a d o s .

Las c a p a s  em pleadas  deben  s e r  p r e f e r e n t e m e n t e  

p r e f a b r i c a d a s ,  con  s o p o r t e  de v i d r i o ,  p l â s t i c o  o a l u



m i n i o ;  m e d i a n t e  zo n as  a u x i l i a r e s  t r a z a d a s  s o b r e  l a  

misma c a p a  pueden  a p l i c a r s e  p a t r o n e s  d e l  p ro d u c to  

a  p u r i f i c a r  que s i r v e n  de c o n t r o l  p a r a  i d e n t i f i c a r  

l o  d e s p u e s  de c ad a  r e v e l a d o .

E l  metodo i n c l u y e  l a s  e t a p a s  que s e  i n d i c a n  a  

c o n t i n u a c i ô n :

E ta p a  1 . -  P a r a  e f e c t u a r  l a  p u r i f i c a c i & n  de un 

p r o d u c t o  m e d ia n te  e l  r e v e l a d o  en t r è s  d i m e n s io n e s ,  

se  t r a z a  con un l a p i z  so b r e  l a  c a p a  e l  d i b u j o  de l a  

P i g .  1, a p l i c a n d o s e  l a  m ez c la  a  e s t u d i a r  en e l  pun­

t o  a  y  l a  s o l u c i o n  de c o n t r o l  en  b ;  s e  r e v e l a  en l a  

d i r e c c i ô n  de l a  f l é c h a  con u na  s o l u c i ô n  b a s t a n t e  po­

l a r  en r e l a c i ô n  con e l  p r o d u c t o  e s t u d i a d o  -  p a r a  s£  

p a r a r  con e l l o  l a s  im p u r e z a s  muy p o l a r e s  y a p r o v e -  

c h a r  m e jo r  l a  capa  en l o s  r e v e l a d o s  p o s t e r i o r e s  -  

h a s t a  que e l  f r e n t e  quede e n t r e  l a s  dos l i n e a s  de

P - 1 ; se  s e c a  con a i r e .  Al mismo t i e m p o ,  con e s t e  re

v e l a d o ,  se  l a v a  e l  r e s t o  de l a  c a p a  p a r a  l o s  r é v é l a  

dos  p o s t e r i o r e s .

E ta p a  2 . -  Se v i s u a l i z a  e l  p r o d u c t o  de c o n t r o l  

t a p a n d o  e l  r e s t o  de l a  c a p a  y ,  de a c u e rd o  con su  Rf ,  

se  m arcan  dos t r a z o s  £  y d ( P i g .  2)  mâs o menos ju n ­

t o s  se g u n  l a  f a c i l i d a d  de v i s u a l i z a c i ô n  no d e s t r u c t i -

v a ,  en l a  p a r t e  de a d s o r b e n t e  ooupada  p o r  e l  p ro d uc ­

t o  a  s e p a r a r  y  se  r a s p a  l a  zona  de a d s o r b e n t e  r a y a d a
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en l a  f i g u r a  ( v i s u a l i z a n d o l a  a n t e s ,  s i  es  n e c e s a r i o ,  

p a r a  s e p a r a r  a l g u n  p r o d u c to  que i n t e r e s e ) .  Se r é v é l a  

con e l  d i s o l v e n t e  a n t e r i o r  en  l a  d i r e c c i ô n  de l a  f i e  

ch a  ( r e v e l a d o  i n t e r m e d i o )  h a s t a  que e l  f r e n t e  ( P i )  a l  

c an ce  una  a l t u r a  a d e c u a d a  p a r a  que e l  p r o d u c to  a  pu­

r i f i c a r  quede a  unos 2 cm s o b r e  l a  l i n e a  e - f } se  s e ­

c a  l a  c a p a  y se  c o r t a  l a  p l a ç a  p o r  l a  l i n e a  e - f  r a s -  

p ând o se  l a  zona  de a d s o r b e n t e  o cu p ada  p o r  e l  p r im e r  

f r e n t e  F - 1 ; se  a p l i c a  l a  s o l u c i ô n  de c o n t r o l  en g y 

ge r é v é l a  con o t r o  d i s o l v e n t e  en l a  d i r e c c i ô n  de l a  

f l é c h a  h a s t a  F - 2 . Se s e c a  l a  c a p a ,  s e  v i s u a l i z a  e l  

p r o d u c t o  de c o n t r o l ,  se  c o r t a  l a  p l a ç a  p o r  h - i  y se  

r a s p a  l a  zona  de a b s o r b a n t e  com pre n d id a  en F - 2 .

E ta p a  3 . -  Se a p l i c a  e l  p r o d u c t o  de c o n t r o l  en 

ji ( F i g .  3) y se  r é v é l a  con un nuevo d i s o l v e n t e  en  l a  

d i r e c c i ô n  de l a  f l é c h a  y se  s e c a ;  p o r  v i s u a l i z a c i ô n ,  

de l a  zona  j  puede l o c a l i z a r s e  e l  p r o d u c t o  b u sc ad o  

en l a  zona de r e v e l a d o  de l a  mezcla*

P a r a  l a  s e p a r a c i ô n  d e l  p r o d u c t o  puede s e r  i n ­

t e r e s a n t e  e l  empleo de un d i s o l v e n t e  poco p o l a r  en  

e l  p r im e r  r e v e l a d o ;  l a  d i s p o s i c i ô n  de l a  capa  p a r a  

e s t e  r e v e l a d o  s e r a  i g u a l  a  l a  de l a  F i g .  1 .

La F i g .  2 ,  p a r a  e l  r e v e l a d o  i n t e r m e d i o ,  s e r a  

a lg o  d i f e r e n t e ,  e f e c t u â n d o s e  e l  c o r t e  c - d  c e r c a  d e l  

pun to  de a p l i c a c i ô n ;  e s t e  r e v e l a d o  s e  e f e c t u a r â  con 

un d i s o l v e n t e  mâs p o l a r  que e l  a n t e r i o r  p a r a  f a c i l i -
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t a r  l a  s a l i d a  d e l  p r o d u c to  de l a  zona  c o r t a d a  p o r  

c - d , deb iendo  c o n o c e r s e  e l  v a l o r  d e l  Rf d e l  p r o ­

d u c to  en e s e  nuevo d i s o l v e n t e ,  El  d i s o l v e n t e  p u e - '  

de s e r  e l  mismo que e l  d e l  r e v e l a d o  segundo s i  e s  

a d e c u a d o .  No e s  n e c e s a r i o  c o r t a r  l a  p l a ç a  p o r  h - i .

La d i s p o s i c i ô n  de l a  c a p a  p a r a  e l  t e r c e r  rje 

v e la d o  s e r a  s i m i l a r  a  l a  de l a  F i g .  3 ,  con l a  d i -  

f e r e n c i a  de que e s t e  r e v e l a d o  se  e f e c t u a r â  en l a  

misma d i r e c c i ô n  d e l  p r i m e r o ,  s i t u â n d o s e  e l  p u n to  

de a p l i c a c i ô n  d e l  p ro d u c to  de c o n t r o l  j  c e r c a  d e l  

p u n to  b .

2 .  PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADPS

2 , 1 .  D e t e r m in a c i ô n  de l a  e f i c a c i a

P a r a  c o n o c e r  l a  e f i c a c i a  d e l  s i s t e m a  c rom a-  

t o g r â f i c o  con r e v e l a d o  en t r è s  d i m e n s i o n e s ,  s e  

e f e c t u a  e l  r e v e l a d o  de 5 P-g d e l  c o l o r a n t e  a m a r i— 

l l o  d i m e t i l o ,  de l a  fo rm a i n d i c a d a  en  e l  a p a r t a -  

do 1 . 1 ,  s o b r e  una c a p a  a n a l i t i c a  p r e f a b r i c a d a  de 

g e l  de s i l i c e  de 20 x 20 cm (Merck, r é f .  5 7 15 ) ,  

u t i l i z a n d o  como d i s o l v e n t e  p a r a  l o s  r e v e l a d o s  p r i  

mero e i n t e r m e d i o  m e t a n o l ,  p a r a  e l  segundo r é v é l a  

do a c e t o n a ,  y p a r a  e l  t e r c e r  r e v e l a d o  una  m e z c la  

de a c e t o n a - e t a n o l  ( 3 : 1 )  v / v .  Se h a n  u t i l i z a d o  e s ­

t o s  d i s o l v e n t e s  p o r  s e r  a d e c u a d o s  p a r a  l a  s é p a r a -



c i 6n de c o l o r a n t e s  ( c . f .  2 . 2 ) ,  a p l i c a n d o s e  5 p g  p o r  

s e r  l a  misma c a n t i d a d  u t i l i z a d a  en e s a  s e p a r a c i ô n  y 

s e r  f â c i l m e n t e  v i s u a l i s a b l e  a  l o  l a r g o  de l o s  d i f e ­

r e n t e s  r e v e l a d o s .

A p a r t i r  de l a s  f ô r m u la s  i n d i c a d a s  en e l  a p a r  

t a d o  7*1 ( c . f .  c a p .  I )  se  o b t i e n e n  unos  v a l o r e s  de 

A y de n p a r a  e l  r e v e l a d o  en t r è s  d im e n s io n e s  de 

0*0047  cm y de 9 000  p l a t o s  t e ô r i c o s  r e s p e c t i v a r a e n t e .  

Los v a l o r e s  de A y de n  p a r a  e l  p r i m e r  r e v e l a d o  son  

de 0*0130  cm y de 1200  p l a t o s  t e ô r i c o s  r e s p e c t i v a m e n  

t e ,  l o  que c o i n c i d e  con l a  b i b l i o g r a f i a  (S n y d e r ,  

1 9 6 7 a ) .

La g r a n  d i f e r e n c i a  e n t r e  l o s  dos  v a l o r e s  e s  de 

b i d a ,  no s o l o  a  que e l  r e c o r r i d o  s o b r e  l a  capa  es  ma 

y o r  s i n o ,  ademâs ,  a  que l o s  cam bios  de s e n t i d o  de 

l o s  d i s o l v e n t e s  d u r a n t e  l o s  d i f e r e n t e s  r e v e l a d o s  pro  

d ucen  a c o r t a m i e n t o  de l a s  m anchas ,  con  e l  c o n s i g u i e ^  

t e  aumento en e l  numéro t o t a l  de p l a t o s  t e ô r i c o s ,  h a  

c ie n d o  que,  en e l  r e v e l a d o  en t r è s  d i r e c c i o n e s ,  l a  

l o n g i t u d  de l a  mancha c o r r e s p o n d i e n t e  a l  a r a a r i l l o  d i

m e t i l o  s e a  i g u a l  que d e sp u e s  d e l  p r i m e r  r e v e l a d o
.1

(1*4 cm).  De t o d a s  f o n n a s ,  l o s  v a l o r e s  de n  en  uno y 

o t r o  caso  no son  c o m p a ra b le s  de fo rm a  r i g u r o s a ,  p o r  

h a b e r  cambiado e l  d i s o l v e n t e  r e v e l a d o r  y no s e r  e l  

mismo p r o c e so  c r o m a t o g r à f i c o .  P r im e r  r e v e l a d o :  

d^ = 9*3 cm, L = 1 5 '5  cm; r e v e l a d o  en t r è s  d i m e n s i o -



n e a :  = 2 5 * 9  cm, L = 42*5 cm.

P a r a  e s t u d i a r  l a  r e l a c i ô n  e n t r e  e l  numéro de 

p l a t o s  t e ô r i c o s  y l a  c a n t i d a d  de p r o d u c t o  a p l i c a d o ,  

se  a p l i c a n  d i v e r s a s  c a n t i d a d e s  d e l  c o l o r a n t e  a m a r i -  

l l o  d i m e t i l o  s o b r e  u na  capa  de g e l  de s i l i c e  de 

20 X 20 cm y se  r e v e l a n  con m e t a n o l .  E l  Rf o b t e n i d o  

p a r a  l a s  d i f e r e n t e s  a p l i c a c i o n e s  e s  de 0*60 a  p e s a r  

d e * l a  g ra n  d i f e r e n c i a  de masa e x i s t a n t e  e n t r e  e l l a s .

Las c a n t i d a d e s  a p l i c a d a s  y l o s  v a l o r e s  o b t e n i — 

dos de A y de n  se  e s p e c i f i c a n  en l a  T a b la  I I . I .

TABLA I I . I

RELACION ENTRE LA CANTIDAD APLIGADA, A y n

C a n t id a d  a p i i c a d a  
. _ Pg

A
cm

n
numéro de p l a t o s

0*2 0*0030 5400
0*4 0*0045 3650
0*6 0*0056 2950
0*8 0*0069 2 400
1 *0 0*0074 2230
2*0 0*0090 1830
3 '0 0*0105 1570
4*0 0*0122 1350
5*0 0*0140 1180
8*0 0*0160 1030

10*0 0*0180 920

2 . 2 .  S e p a r a c i ô n  de c o l o r a n t e s

Como e jem plo  d e l  s i s t e m a  de r e v e l a d o  en t r è s  d i  

m e n s io n e s ,  se  e s t u d i a  l a  s e p a r a c i ô n  d e l  c o l o r a n t e  r o -



j o  congo de l o s  c d o r a n t e s  s i g u i e n t e s :  n a r a n j a  de- 

b e n c i l o ,  v e rd e  d i a z i n a ,  v e rd e  b r i l l a n t e ,  ro d am in a  B, 

a m a r i l l o  d i m e t i l o ,  a z u l  de b r o m o t im o l ,  a m a r i l l o  b r i ­

l l a n t e ,  r o j o  c r e s o l  y a m a r i l l o  a l i z a r i n a  ( B .D .H . ) ,  

t o d o s  e l l o s  -  i g u a l  que l a  s o l u c i ô n  de c o n t r o l  -  a  

l a  c o n c e n t r a c i ô n  de 1 mg/ml en  s o l u c i ô n  de una  mez­

c l a  e t a n o l - a g u a  ( 5 0 : 5 0 ) v / v .

P a r a  e s t u d i a r  l a s  c o n d i c i o n e s  mâs a d e c u a d a s  de 

s e p a r a c i ô n  d e l  r o j o  congo de l o s  o t r o s  nueve  c o l o r a n  ' 

t e s ,  se  a p l i c a n  l o s  d i e z  c o l o r a n t e s  p o r  s e p a r a d o  en 

c a p a s  de g e l  de s f l i c e  de 20  x 20  cm y en d i v e r s o s  

d i s o l v e n t e s  s e l e c c i o n â n d o s e  e n t r e  e l l o s :  p a r a  e l  r e ­

v e l a d o  p r im e ro  e i n t e r m e d i o ,  m e ta n o l  (M erck ) ,  p a r a  

e l  segundo ,  a c e t o n a  (G. E r b a ) ,  y p a r a  e l  t e r c e r o ,  una  

m e z c la  de a c e t o n a - e t a n o l  (G. E rba)  ( 3 : 1 )  v / v .

P a r a  e s t u d i a r ,  a l  mismo t i e m p o ,  l a  i n f l u e n c i a  

de l o s  d i s o l v e n t e s  u t i l i z a d o s  en r e v e l a d o s  a n t e r i o -  

r e s  so b re  e l  Rf de l o s  c o l o r a n t e s  en r e v e l a d o s  s u c e s i  

vos  -  p o r  no s e r  p o s i b l e  a c t i v a r  l a s  c a p a s  e n t r e  c a d a  

r e v e l a d o  po r  p i r o l i z a r s e  l o s  p r o d u c t o s  -  se  r é v é l a ,  

ademâs ,  p r im ero  una  p l a ç a  con m e t a n o l ,  s e  s e c a  con 

a i r e ,  se  a p l i c a n  l o s  c o l o r a n t e s  y  se  r é v é l a  con  a c e t o ­

n a .  Se r é v é l a ,  a s im ism o ,  o t r a  p l a ç a  con  m e ta n o l ,  se  se  

ca  con a i r e ,  se  r é v é l a  con a c e t o n a ,  s e  s e c a  con a i r e ,  

se  a p l i c a n  l o s  c o l o r a n t e s  y s e  r é v é l a  co n  l a  m e z c la  

a c e t o n a - e t a n o l  ( 3 : 1 ) v / v .



Los d i f e r e n t e s  v a l o r e s  d e l  Rf de l o s  c o l o r a n t e s  

con e s t o s  d i s o l v e n t e s  se  e s p e c i f i c a n  en l a  T a b la  I I . H .

P a r a  e f e c t u a r  e l  r e v e l a d o  en t r è s  d im e n s io n e s  

se  a p l i c a n  5 p i  de una  s o l u c i ô n  en a g u a - e t a n o l  ( 5 0 : 50 ) 

v / v  de l o s  d i e z  c o l o r a n t e s ,  con u n a  c ô n c e n t r a c i ô n  de 

cada  uno de 1 mg/ml,  en e l  punto  a  de l a  c ap a  de g e l  

de s i l i c e  p r e p a r a d a  segu n  se  i n d i c a  en l a  P i g .  1.

En e l  p r im e r  r e v e l a d o  se  s e p a r a n  d e l  r o j o  congo 

l o s  s i g u i e n t e s  c o l o r a n t e s :  v e rd e  d i a z i n a ,  v e r d e  b r i ­

l l a n t e ,  rod am ina  B, a m a r i l l o  d i m e t i l o  y  p a r t e  d e l  ama 

r i l l o  a l i z a r i n a ,  s i e n d o  l o s  v a l o r e s  d e l  Rf de l a s  l i ­

n e a s  £  y d 0 ' 7 0  y 0*93 r e s p e c t i v a m e n t e  y e l  Rf  d e l  r o — 

jo  Congo de c o n t r o l  i g u a l  a  0*82.  En e l  segundo r é v é l a  

do s e  s e p a r a n  e l  a z u l  de b rom otim ol  y l a  p a r t e  r e s t a n ­

t e  d e l  a m a r i l l o  a l i z a r i n a ,  s i e n d o  e l  Rf  d e l  r o j o  con­

go de c o n t r o l  i g u a l  a  0*00.  En e l  t e r c e r  r e v e l a d o  se  

s e p a r a n :  n a r a n j a  de b e n c i l o ,  a m a r i l l o  b r i l l a n t e  y  r o j o  

c r e s o l ,  quedando e l  r o j o  congo (de c o l o r  r o j o  p â l i d o )  

p e r f e o t a m e n t e  s e p a r a d o  de l o s  o t r o s  c o l o r a n t e s ,  s i e n d o  

su Rf de 0 *2 3 , Las câm aras  de v i d r i o  u t i l i z a d a s ,  p r o v i s -  

t a s  de p a p e l  s a t u r a d o r ,  t i e n e n  u n a s  d im e n s io n e s  i n t e r i o  

r e s  de 22 x  6 x  22 cm. Los v a l o r e s  d e l  Rf o b t e n i d o s  

con l o s  d i v e r s o s  c o l o r a n t e s  son s i m i l a r e s  a  l o s  de l a  

T a b la  I I . I I .



TABLA I I . I I

VALORES DEL Rf DE LOS COLORANTES GON DIVERSOS DISOLVENTES

D i s o l v e n t e s
C o l o r a n t e s I I I I I I I + I I I + I I + I I I

Rojo congo 0*82 0*00 0*12 0*00 0*22

N a r a n j a  de b e n c i l o 0*74 0*04 0*42 0*06 0*46

Verde d i a z i n a 0*01 0*01 O'OI 0*01 O'OI

Verde b r i l l a n t e 0*06 0*01 O'OI O'OI O'OI

Rodamina B 0*48 0*20 0*17 0*21 0*19

A m a r i l lo  d i m e t i l o 0*64 0*66 0*60 0*67 0*61

Azul  de bromotimol 0*76 0*34 0*67 0*39 0*74

A m a r i l l o  b r i l l a n t e 0*82 0*01 0*47 0*04 0*56

Rojo c r e s o l 0*74 0*04 0*49 0*13 0*55

Amarillo  a l i z a r i n a 0*72 0*14 0*47 0*19 0*48

D i s o l v e n t e s :  I . -  M e ta n o l .  I I . -  A c e to n a .  I I I . -  A c e to n a -  
e t a n o l  ( 3 : 1 )  v / v .

P a r a  i d e n t i f i c a r  so b re  l a  c ap a  l o s  d i v e r s o s  c o l o ­

r a n t e s  s e p a r a d o s ,  puede h a c e r s e  uso de l a  e x p o s i c i ô n  de l a  

misma a  l o s  v a p o r e s  de h i d r ô x i d o  amônico y de â c i d o  c l o r h l  

d r i c o  con l o s  c u a l e s  v a r i a  e l  c o l o r  de a l g u n o s  de e l l o s .

En l a  T a b la  I I . I I I  se  e s p e c i f i c a n  l o s  d i v e r s o s  c o l o r e s  a d -  

q u i r i d o s  p o r  e s t a  e x p o s i c i ô n .



TABLA I I . I l l

VARIAGION DEL COLOR POR EXPOSICION A DIVERSOS VAPORES

Vapores

. C o l o r a n t e C o lo r  norm al
H id rô x id o  

amônico '
Acido c l o r  

h i  d r i c o ””

Rojo  congo r o j i z o r o j i z o a z u l

N a r a n j a  de b e n c i l o a m a r i l l o a m a r i l l o r o j o

Verde d i a z i n a a z u l a z u l a z u l

Verde b r i l l a n t e v e r d e - a z u l s i n  c o l o r a m a r i l l o

Rodamina B r o j o r o j o r o j o —pardo

A m a r i l lo  d i m e t i l o a m a r i l l o a m a r i l l o r o j o

Azul b rom otim ol a m a r i l l e n t o a z u l a z u l - p a r d o

A m a r i l lo  b r i l l a n t e a m a r i l l o r o j i z o v i o l e t a

Rojo c r e s o l a m a r i l l e n t o v i o l a t a r o j o

A m a r i l lo  a l i z a r i n a a m a r i l l e n t o a m a r i l l e n t o a m a r i l l e n t o

2.3* D e t e r m in a c i ô n  de l a  r e s o l u c i ô n  de l a  s e p a r a c i ô n

U t i l i z a n d o  l a  fô r rau la  d e l  a p a r t a d o  7*2 d e l  c a p i t u ­

l e  I ,  puede  c a l c u l a r s e  l a  r e s o l u c i ô n  o b t e n i d a  en l a  s e p a  

r a c i ô n  d e l  c o l o r a n t e  r o j o  congo (Rf = 0*22) d e l  c o l o r a n ­

t e  mâs i n m e d i a t o ,  n a r a n j a  de b e n c i l o  ( R f .=  0 * 4 6 ) .

La r e s o l u c i ô n  o b t e n i d a  h a  s i d e  de 2*0 p o r  l o  que 

l a  s e p a r a c i ô n  es  s a t i s f a c t o r i a .  C o l o r a n t e  r o j o  congo:  

d^.j = 3*1 cm, = 1*5 cm; c o l o r a n t e  n a r a n j a  de b e n c i l o :

'R2 = 6 ' 4  cm, = 1 *7 cm.



Se ha  c o n s i d e r a d o  so la m e n te  e l  t e r c e r  r e v e l a d o  

y a  q ue ,  en e s t e  c a s o ,  es  i n d e p e n d i e n t e  de l o s  o t r o s  

r e v e l a d o s  por  h a b e r  p a r t i d o  l o s  dos  c o l o r a n t e s  de l a  

misma l i n e a .

2 . 4 . S e p a r a c i ô n  de a m in o â c id o s

Como un nuevo e jem plo  d e l  s i s t e m a  de r e v e l a d o  

en t r è s  d im e n s io n e s  se  e f e c t u a  l a  s e p a r a c i ô n  d e l  â c i ­

do g lu tâ m ic o  de o t r o s  18 a m in o â c i d o s .

De l a  misma fo rm a  que en l à  e x p e r i e n c i a  a n t e ­

r i o r ,  se e f e c t u a  p r im e r o  e l  r e v e l a d o  i n d e p e n d i e n t e  de 

c a d a  am in oâc id o  en d i v e r s o s  d i s o l v e n t e s  ( S t a h l ,  1969) 

p a r a  e l e g i r  l o s  mâs a d e c u a d o s .  P o s t e r i o r m e n t e  se e f e c  

t u a  e l  r e v e l a d o  de l a s  c ap a s  con e l  p r i m e r  d i s o l v e n t e  

s i n  a p l i c a r  l o s  p r o d u c t o s ,  s e  s e c a  con a i r e ,  se  a p l i ­

can  l o s  p r o d u c t o s  y se  r é v é l a  con e l  segundo d i s o l v e n ­

t e .  De l a  misma fo rm a ,  s e  r é v é l a  o t r a  c a p a  con e l  p r i ­

mer d i s o l v e n t e ,  s e  s e c a  con a i r e ,  se  r é v é l a  con  e l  se  

gundo,  se  s e c a ,  se  a p l i c a n  l o s  p r o d u c t o s  y se  r é v é l a  

con e l  t e r c e r  d i s o l v e n t e ;  de e s t a  fo rm a  puede c o n o c e r ­

se  l a  i n f l u e n c i a  que e j e r c e n  so b re  e l  r e v e l a d o  l o s  d i ­

s o l v e n t e s  a n t e r i o r m e n t e  u t i l i z a d o s ,  y a  que no es  p o s i  

b l e  s e c a r  b i e n  l a  capa  e n t r e  c a d a  r e v e l a d o  p o r  p r o du 

c i r s e  l a  p i r ô l i s i s  de l o s  p r o d u c t o s ;  d e t o d a s  fo r m a s ,  

e s t a  i n f l u e n c i a  es  menor ,  en e s t e  c a s o ,  p o r  u t i l i z a r — 

se  a g u a  como d i s o l v e n t e .



Los a m in o âo id o s  u t i l i z a d o s  (Merck,  r é f .  8 OO4 y 

8003 ;  Mann R e s e a r c h  L a b . ,  r é f .  7039 ,  2957 ,  1051 y 8 3 I ;  

D i f c o ,  r é f .  OI8 8 ) s e  p r e p a r a n  con una  c o n c e n t r a c i ô n  de 

1 mg/ml c a d a  uno en s o l u c i ô n  a g u a - n - p r o p a n e l  ( 9 0 : 1 0 ) 

v / v ,  e x c e p to  l a  t i r o x i n a  y l a  c i s t i n a  que s e  p r e p a r a n  

en s o l u c i ô n  O'I  N de â c i d o  c l o r h i d r i c o .  Se a p l i c a  i  ) i l  

de c a d a  s o l u c i ô n  s o b r e  l a s  c a p a s  de g e l  de s i l i c e  y se  

e s p e r a  15 m in u t e s  a n t e s  de r e v e l a r  l a  capa  p a r a  f a v o -  

r e c e r  l a  e l i m i n a c i ô n  d e l  â c i d o  c l o r h i d r i c o .

Los d i s o l v e n t e s  u t i l i z a d o s  h an  s i d o :  r e v e l a d o s  

p r im e ro  e i n t e r m e d i o ,  e t a n o l  96  #  -  agu a  (7 0 : 3 0 ) v / v  

( I ) ;  r e v e l a d o  seg u n d o ,  n - b u t a n o l - â c i d o  a c é t i c o - a g u a  

( 8 0 : 2 0 : 2 0 )  v / v / v  ( I I ) ;  r e v e l a d o  t e r c e r o ,  e t a n o l  96%- 

amoniaco 34 ( 7 0 :3 0 )  v / v  ( I I I ) .  Los v a l o r e s  d e l  Rf en

c o n t r a d o s  se  e s p e c i f i c a n  en l a  T a b la  I I - I V .

P o s t e r i o r m e n t e  se  e f e c t u a  e l  r e v e l a d o  en t r è s  d i  

m e n s io n e s  s o b r e  una  capa  de g e l  de s i l i c e  p r e p a r a d a  de 

a c u e rd o  con l a  F i g .  1 , de 1 )ig de c ad a  uno de l o s  amino­

â c i d o s .

En e l  p r i m e r  r e v e l a d o  se  s e p a r a n :  a l a n i n a ,  a r g i -  

n i n a ,  c i s t i n a ,  g l i c i n a ,  h i s t i d i n a ,  h i d r o x i p r o l i n a ,  p r o -  

l i n a ,  l i s i n a ,  p a r t e  de l a  s e r i n a  y p a r t e  de l a  t r e o n i n a ,  

En e l  segundo r e v e l a d o  se  s e p a r a n :  f e n i l a l a n i n a ,  i s o l e u  

c i n a ,  l e u c i n a  y t r i p t ô f a n o .  En e l  t e r c e r  r e v e l a d o  se  S£ 

p à r a n  com ple tam en te  e l  â c i d o  g l u t â m ic o  de l o s  r e s t a n t e s  

a m in o â c id o s :  â c i d o  a s p â r t i c o ,  m e t i o n i n a ,  p a r t e  de l a



s e r i n a ,  t i r o x i n a ,  p a r t e  de l a  t r e o n i h a  y v a l i n a ,  d e -  

t e r m i n â n d o s e ,  en c a d a  c a s o ,  l a  p o s i c i o n  d e l  â c i d o  

g l u t â m ic o  p o r  su Rf en l a s  zonas  de c o n t r o l .  E l  c o r  

t e  de l a  c a p a  d e s p u e s  d e l  p r i m e r  r e v e l a d o  se  r e a l i z a  

eh l o s  p u n to s  c - d  con  v a l o r e s  d e l  R f  de 0*50 y 0*80.  

Los v a l o r e s  d e l  Rf d e l  â c i d o  g l u t â m ic o  son  s i m i l a r e s  

a  l o s  de l a  T a b la  I I . I V .

La v i s u a l i z a c i â n  de l o s  p r o d u c t o s  se  e f e c t u a n  

con so lu c i& n  p u l v e r i z a b l e  de n i n h i d r i n a  (Merck, r é f .  

6 7 5 8 ) .



TABLA I I . I V

VALORES DEL Rf DE LOS AMINOAOIDOS CON DIVERSOS DISOLVENTES

D i s o l v e n t e s
Am inoac idos I I I I I  I + I I  I + I I + I I I

Acido g lu tâ m ic o 0 65 0 27 0 16 0 30 0 18

Acido a s p a r t i c o 0 54 0 18 0 05 0 21 0 06

A la n in a 0 45 0 23 0 42 0 23 0 40

A r g i n i n a 0 03 0 12 0 11 0 11 0 12

G i s t i n a 0 40 0 10 0 24 0 13 0 26

P e n i l a l a n i n a 0 63 0 42 0 61 0 45 0 60

G l i c i n a 0 42 0 22 0 35 0 21 0 34

H i s t i d i n a 0 30 0 06 0 42 0 06 0 40

H i d r o x i p r o l i n a 0 42 0 15 0 31 0 15 0 33

I s o l e u c i n a 0 61 0 45 0 56 0 46 0 57

L e u c in a 0 60 0 43 0 58 0 45 0 60

L i s i n a 0 02 0 02 0 10 0 02 0 09

M e t io n in a 0 60 0 35 0 60 0 35 0 61

P r o l i n a 0 34 0 15 0 32 0 16 0 .32

S e r i n a 0 50 0 26 0 31 0 25 0 33

T i r o x i n a 0 64 0 40 0 50 0 40 0 51

T r e o n in a 0 50 0 21 . 0 40 0 23 0 45

T r i p t o f a n o 0 64 0 48 0 60 0 50 0 61

V a l in a 0 53 0 32 0 58 0 32 O' 57

P a r a  l a  c o m p o s ic io n  de l o s  d i s o l v e n t e s ,  v e a s e  t e x t o .



3 .  DISGUSION ‘ .

La p r i n c i p a l  v e n t a j a  de l a  G .G .P .  en t r è s  d i m e n s i o -  

n e s ,  r e s p e c t e  a  l a  de dos d i m e n s i o n e s ,  es  e l  aumento con 

s e g u id o  en e l  numéro de p l a t o s  t e 6r i c o s .  En l a  p a r t e  ex­

p e r i m e n t a l  se  o b s e r v a n  l a s  s e p a r a c i o n e s  o b t e n i d a s  en  e l  

u l t i m o  r e v e l a d o ,  en e l  que s e  c o n s ig u e  a i s l a r  e l  c o l o r a n  

t e  n a r a n j a  de b e n c i l o  d e l  r e s t o  de l o s  c o l o r a n t e s  y  e l  ami^ 

n o a c id o  a c i d o  g lu tâ m ic o  de l o s  r e s t a n t e s  a m i n o â c i d o s .

P r e n t e  a  l a s  t e c n i c a s  m u l t i d i m e n s i o n a l e s  en l a s  que 

s e  emplean t e c n i c a s  d i f e r e n t e s ,  p r é s e n t a  l a  v e n t a j a  de 

e f e c t u a r s e  l o s  d i f e r e n t e s  r e v e l a d o s  s o b r e  l a  misma c a p a  

s i n  t r a n s f e r e n c i a  de p r o d u c t o ,  l o  c u a l  puede s e r  impor­

t a n t e  cuando se  e s t u d i a n  l o s  p r o d u c t o s  c u a n t i t a t i v a m e n t e .  

S in  embargo,  l a  u t i l i z a c i o n  de t e c n i c a s  m u l t i d i m e n s i o n a -  

l e s  en l a s  que se  empleen dos  p r o c e d i m i e n t o s  o r o m a t o g r â -  

f i c o s ,  t i e n e  l a  v e n t a j a  de a p r o v e c h a r  l a s  c u a l i d a d e s  mâs 

a c e n t u a d a s  de c a d a  t é c n i o a  p a r a  e l  c aso  e s t u d i a d o .

Guando s e  e f e c t u a n  d i f e r e n t e s  r e v e l a d o s  s o b r e  l a  

misma c a p a ,  l o s  v a l o r e s  d e l  Rf  se  ven  a f e c t a d o s ,  r e s p e c ­

t e  a  e n say os  e f e c t u a d o s  a i s l a d a m e n t e ,  p o r  e l  v a p o r  de 

l o s  d i s o l v e n t e s  empleados en r e v e l a d o s  a n t e r i o r e s ;  e s t o  

no es  un i n c o n v é n i e n t s  ya  q u e ,  m e d i a n t s  l a s  zo n as  de con 

t r o l ,  puede  c o n o c e r s e  e l  nuevo Rf en l a s  mismas c o n d i c i o  

n e s  de r e v e l a d o ;  ademâs, en l o s  p r o c e d i m i e n t o s  de r e v e l a  

do en l o s  que se  emplean p r e s a t u r a c i o n e s  o o n  d i f e r e n t e s  

v a p o r e s  de d i s o l v e n t e s  a n t e s  d e l  r e v e l a d o ,  s e  c o n s ig u e n



i n t e r e s a n t e s  s e p a r a c i o n e s  »(Geiss ,  1968a)  (de Zeeuw, 

1968) .

Si  l o s  p r o d u c t o s  so n  e s t a b l e s  t e r m i c a m e n t e ,  puede 

e f e c t u a r s e  l a  a c t i v a c i 6n de l a  c ap a  e n t r e  c ad a  r e v e l a ­

do ,  no s i e n d o ,  en  g e n e r a l ,  a c o n s e j a b l e ,  p o r  a n u l a r s e  

una  de l a s  p r i n c i p a l e s  v e n t a j a s  de l a  G .G .P.  que e s  e l  

r e v e l a d o  a  t e m p e r a t u r a  a m b i a n t e .  Al d e s a c t i v a r s e  l a s  c a  

pas  po r  l o s  v a p o r e s  d e l  d i s o l v e n t e  a n t e r i o r  d e s c e n d e r â  

e l  numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s ,  p e ro  y a  s e  h a  v i s t o  p o r  

l o s  r e s u l t a d o s  e x p é r i m e n t a l e s  que no e s  un g rav e  i n c o n  

v e n i e n t e .



GAPITULO I I I

GROMATOGRAFIA EN GAPA PINA PE. GRAN LONGITUD EN FORMA EË

1 .  INTRODUGGION

La t e c n i c a  de s e p a r a o i o n  de s u s t a n c i a s  p o r  c r o m a to -  

g r a f i a  en c ap a  f i n a  (G .G .P . )  de d im e n s io n e s  n o r m a l e s ,  p e r  

m i t e  s e p a r a r  un  numéro l i m i t a d o  de s u s t a n c i a s  d e b id o  a  su  

e s c a s o  numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s .  Guando se  d e s e a  s e p a r a r  

un  mayor numéro de p r o d u c t o s  e s  n e c e s a r i o  r e c u r r i r  a  t e c ­

n i c a s  e s p e c i a l e s .

La t e c n i c a  de G .G .P .  con  r e v e l a d o  en f l u j o  c o n t i n u e  

(con  p e r d i d a  d e l  d i s o l v e n t e  po r  e l  ex t rem o  de l a  c a p a )  

p e r m i t e  s e p a r a r  s u s t a n c i a s  de Rf  b a j o  m e d ia n te  e l  r e v e l a  

do en un  t iem po  s u p e r i o r  a l  n o rm al  (aumentando t e ô r i c a m e n  

t e  e l  numéro de p l a t o s )  s i e n d o  su  r e c o r r i d o  r e a l  a p ro x im a  

dam ente i g u a l  a l  de l a  t e c n i c a  n o rm al  de G .G .P .  Ahora b i e n ,  

s i  en l a  mezclg. de s u s t a n c i a s  a  s e p a r a r  hay  com ponen tes  

de p o l a r i d a d  b a j a ,  e s t e s  se  r e v e l a r â n  h a s t a  e l  f r e n t e  de 

l a  c a p a ;  en e l  c a s o  de c r o m a t o g r a f i a  ascendente* ,  q u e d a r a n  

m e z c la d o s  con l a s  im p u r e z a s  d e l  d i s o l v e n t e  y de l a  c a p a  

y u n i d o s  e n t r e  s £ ,  y s i  l a  c r o m a t o g r a f i a  r e a l i z a d a  e s  des-^ 

c e n d e n t e ,  se  e l u i r a n  comp i e tam en t e  p e r d i e n d o s e  en  e l  e x t ^  

r i o r  de l a  c a p a .

P a r a  e v i t a r  e s t e s  i n c o n v e n i e n t es  se  han  u t i l i z a d o  

c a p a s  de g r a n  l o n g i t u d  (Freem an,  1 9 6 6 ) ;  p e ro  t i e n e n  e l



i n c o n v é n i e n t s  de no p o d e r s e  u t i l i z a r  en l o s  e q u ip o s  con  

v e 'n c i o n a l e s  y s e r  e n g o r r o s o  su  m ane jo .

M ed ian te  una  d i s p o s i c i ô n  a d ec u ad a  d e l  a d s o r b e n t e  

en l a  p l a ç a ,  d e n t r o  de l o s  tamanos c o m e r c i a l e s  de c a p a s  

y c â m a ra s ,  puede a l a r g a r s e  c o n s i d é r a b l e m e n t e  l a  l o n g i t u d

r e a l  de l a  zona de r e v e l a d o .  E l  s i s t e m a  empleado p o r  n o -
. •

s o t r o s  c o n s i s t e  en e l  r a s p a d o  de p a r t e  d e l  a d s o r b e n t e  de 

l a  p l a ç a  p a r a  que l a  zona  de r e v e l a d o  forme una  con

s i g u i e n d o  a l a r g a r  su r e c o r r i d o  h a s t a  1 6 2 m, d e n t r o  de 

una p l a ç a  de 20  x 20 cm y depend iendo  de l a  a n c h u r a  de 

l a  zona  de r e v e l a d o .  Eh l a  P i g .  4 se  o b s e r v a  l a  fo rm a  

a d o p t a d a .

D u ra n te  e l  r e v e l a d o  de l a s  c a p a s  en fo rm a  de **Z” , 

l a  zona r a s p a d a  de l a  p l a ç a  debe l i m p i a r s e  c u i d a d o s a -  

mente p a r a  e v i t a r  que e l  d i s o l v e n t e  p a se  de u n as  z o n a s  

d e l  a d s o r b e n t e  a  l a s  o t r a s  a  t r a v ë s  de l o s  r e s t o s  d e l  

mismo. S i  e l  d i b u j o  y e l  r a s p a d o  d e l  a d s o r b e n t e  se  

e f e c t u a n  m e d ia n te  una  p l a n t i l l a  puede p r e p a r a r s e .  una c a  

pa en pocos m in u t e s .

E l  aumento de l a  l o n g i t u d  de l a  c ap a  -  y con e l l e  

e l  numéro de . p l a t o s  t e ô r i c o s  -  p e r m i t i r â  l a  s e p a r a c i ô n  

de un mayor numéro de s u s t a n c i a s  que l a  G .O .P .  n o r m a l .
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2 .  PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

2 . 1 .  Zona c u r v a  de l a  c apa

V La p a r t e  mâs i m p o r t a n t e  d e l  s i s t e m a  e s t u d i a d o  

e s  l a  zona  c u r v a  de l a  c a p a ,  p o r  i n f l u i r  en e l  r e v o  

l a d o  l a  d i f e r e n c i a  de camino e n t r e  ambos l a d o s  de 

l a  c u rv a  y su  e s t r e c h a m i e n t o ,  s i  l o  h u b i e r a .

Se e s t u d i a n  p r im e ro  d i f e r e n t e s  t i p o s  de o u r -  

v a s  en p r o l o n g a c i 6n  de c a p a s  de 15 mm de a n c h u r a  

(que  se  c o n s i d é r a  a d ec u ad a )  y de l a  fo rm a  i n d i c a d a  

en l a  P i g .  5 .  Se t r a t a  de v e r  l a  i n f l u e n c i a  que so 

b r e  l a  l o n g i t u d  de l a s  manchas d e s p u é s  d e l  r e v e l a d o  

(W^) (medida  en l a  d i r e o c i ô n  d e l  m ovim ien to  d e l  d i ­

s o l v e n t e )  y l a  d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  p o r  e l l a s ,  medi­

da  desde  e l  p u n to  de a p l i c a c i â n  h a s t a  e l  c e n t r e  de 

l a  mancha (o l u g a r  de mayor c o l o r a c i ô n )  ( d ^ ) , t i e ­

nen  l a s  d i f e r e n t e s  fo rm as  de c u r v a .  Se p r e t e n d e  con 

e l l e  que l a  d i f e r e n c i a  de camino r e c o r r i d o  p o r  e l  d i  

s o l v e n t e  e n t r e  l a  p a r t e  e x t e r i o r  e i n t e r i o r  de l a  

c u r v a  s e a  minime,  p a r a  e v i t a r  e l  a l a r g a m i e n t o  de l a s  

m anchas .  P a r a  e l l e ,  se  r e v e l a n  en a c e t o n a  d u r a n t e  

5 h o r a s  50  p.g d e l  c o l o r a n t e  a m a r i l l o  d i m e t i l o ,  a p i i  

c ad o s  s o b r e  c a d a  una  de l a s  c a p a s  con l a  fo rm a  i n d i ­

c a d a  en l a  P i g .  4} pe ro  con l a  zona  c u rv a  t a l  como 

se  i n d i c a  en l a s  d i v e r s a s  v a r i a n t e s  dé l a  P i g .  5#

Los d i f e r e n t e s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  de W^, d^ y 

A ( a l t u r a  é q u i v a l e n t e  a  un p l a t e  t e o r i c o ,  s e  e s p e c i
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FIG. 5 . - DIFERENTES TIPOS DE CURVAS ESTUDIADAS.



f i c a n  en l a  T a b la  I I I . I .

TABLA I I I . I  

ESTUDIO DE LOS DIFERENTES TIPOS DE CURVAS

T ipos  de c u rv a s

a b  c d e f

^d (cm) iT 'O 7 ' 0  2 ' 5 2*3 2*6 2*8 .

% (cm) 2 6 '5 25*4 23*6 21*9 22*3 22*0

A (cm) 0 '0 2 6 0*017 0*007 0*007 0*007 0 '0 0 8

Aunque l o s  t i p o s  e a  f  p roduoen  p e r t u r b a c i o -  

n e s  muy p a r e c i d a s ,  s e  a d o p t a  e l  t i p o  c p o r  s e r  mâs r a  

p id o  d u r a n t e  e l  r e v e l a d o  y mâs adecuado  p a r a  d i s o l v e n ­

t e s  mâs v i s c o s o s  que l a  a c e t o n a ,

2 .2 ^  E s t r e c h a m i e n t o  de l a  capa

Se e s t u d i a ,  a s im ism o ,  l a  i n f l u e n c i a  que so ­

b r e  e l  R^, l a  d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  p o r  e l  c e n t r e  de l a s  

m anchas ,  y su  l o n g i t u d ,  e j e r c e n  l o s  d i f e r e n t e s  e s t r e c h a  

m ie n t o s  p r e p a r a d o s  en l a s  c a p a s ;  p a r a  e l l o  se  p r a c t i c a n  

en c ap a s  de 15 x 200 mm, y en c a d a  una  de e l l a s ,  e s t r e -  

c h a m ie n to s  de 28 mm de l o n g i t u d  y de a n c h u r a  v a r i a b l e  

( P i g .  6 ) ,  a p l i c a n d o  100 p g  d e l  c o l o r a n t e  y  r e v e l a n d o  

con a c e t o n a  d u r a n t e  e l  mismo t iem po  l a s  c u a t r o  p l a ç a s  

(30 m i n . ) ,  Los r e s u l t a d o s  se  e s p e c i f i c a n  en l a  Ta­

b l a  I I I . I I .
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FIG. 6 . -D IF E R E N T E S  ESTRECHAMIENTOS ESTUDIADOS.



TABLA I I I . I I  
INFLUENCIA DEL ESTRECHA&ÏIENTO

E s t r e c h a m i e n t o  (cm)

1 '5 1*0 0*5 0*25

(cm) 1 '5 1 *3 1*2 . 1 *1

% 0*54 0*57 0*60 0*62

d^ (cm) 7*4 7*7 7*7 7*4

A (cm) 0 '0 1 3  0*011 0*010 0*009

Se o b s e r v a ,  como d a t o  mâs i n t e r e s a n t e ,  que l a  

l o n g i t u d  de l a  mancha v a r i a  c o n s i d é r a b l e m e n t e  en  s e n t i  

dô d e c r e c i e n t e  cuando l a  zona  de a d s o r b e n t e  e s  mâs e s ­

t r e c h a  ( M a t t h i a s ,  1 9 5 4 ) ,  m i e n t r a s  que e l  R^ l o  h a ce  en 

s e n t i d o  c r e d e n t  e ,  y que l a  d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  p o r  e l  

p r o d u c t o  es c a s i  l a  misma en t o d o s  l o s  c a s o s .

En c in c o  c a p a s  n o r m a le s  s i n  e s t r e c h a m i e n t o ,  

p e ro  de d i f e r e n t e s  a n c h u r a s ,  s e  e f e c t u a  e l  mismo r e v e — 

l a d o  a n t e r i o r .  Las a n c h u r a s  de l a s  c a p a s  v a r l a n  d e sd e  

2 a  15 mm y l o s  v a l o r e s  d e l  R^ o b t e n i d o s  desde  0*53 a  

0*55,  c o i n c i d i e n d o  con  G r ie sem e r  ( 1 9 6 8 ) ,  en l a  p eq u eh a  

d i f e r e n c i a  e x i s t a n t e  e n t r e  l o s  v a l o r e s  d e l  R^ o b t e n i ­

dos r e v e l a n d o  con d i f e r e n t e s  a n c h u r a s  de p l a ç a s .  ,

2 . 3 . S e p a r a c i ô n  de c o l o r a n t e s

Como e jem p lo  de a p l i c a c i ô n  de e s t e  s i s t e m a ,  

se  h a  e f e c t u a d o  e l  e s t u d i o  de l a  s e p a r a c i ô n  c r o m a to -



g r â f i c a  de l o s  s i  g u i  e n t e s  c o l o r a n t e s :  a m a r i l l o  dim_e 

t i l o  (a  en l a  P i g .  7 ) ,  rodara ina  B ( b ) ,  r o j o  de m e t i -  

l o  (£)  y 2 * , 7 * - d i c l o r o f l u o r e s c e i n a  ( d ) .  E l  d i s o l v e n  

t e  r e v e l a d o r  u t i l i z a d o  h a  s i d o  a c e t o n a  e n ' a t m ô s f e r a  

s a t u r a d a  en t o d o s  l o s  c a s o s ,  l a s  câm aras  u t i l i z a d a s  

t i e n e n  55 mm de d i â m e t r o  i n t e r i o r  y 210 mm de a l t u ­

r a  y l a s  c a p a s  empleadas  son  p r e f a b r i c a d a s  p a r a  G .G .P .  

de g e l  de s i l i c e  de 200 x 200 x 0 ,2 5  mm (Merck, R é f .  

5 7 1 5 ) .

En l a  P i g .  7 se  r e p r é s e n t a  l a  d i f e r e n t e  s e ­

p a r a c i ô n  de l o s  c o l o r a n t e s  en l o s  t r è s  p r o c e d i m i e n — 

t o s  c r o m a t o g r â f i c o s  e s t u d i a d o s .

a)  C r o m a t o g r a f i a  no rm al  a s c e n d a n t e ,  I :  Tiem 

po de r e v e l a d o  30 m in u t o s .  Se o b s e r v a  l a  s e p a r a c i ô n  

d e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  y l a  no s e p a r a c i ô n  de l o s  

o t r o s  t r è s  c o l o r a n t e s .

b) C r o m a t o g r a f i a  a s c e n d a n t e  en f l u j o  c o n t i -  

n u o ,  I I :  Se ha  u t i l i z a d o  e l  p r o c e d i m i e n to  d e s c r i t o  

p o r  B o b b i t t  ( 1 9 6 3 ) ,  que c o n s i s t e  en d e j a r  en  e l  e x t e ­

r i o r  de l a  câm ara  l a  p a r t e  s u p e r i o r  de l a  c a p a ,  que 

p a s a  a  t r a v e s  de l a  t a p a  p o r  una  r e n d i j a .  Tiempo de 

r e v e l a d o  4 h o r a s  30 m i n u t o s .  La s e p a r a c i ô n  de l o s  

c u a t r o  c o l o r a n t e s  es  buena p e ro  e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  

q ueda  en e l  f r e n t e  u n id o  a  l a s  im p u r e z a s  d e l  d i s o l ­

v e n t e  y de l a  c a p a .
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c) C r o m a t o g r a f i a  de g r a n  l o n g i t u d  en fo rm a  

de I I I :  Se u t i l i z a  so la m e n te  un  ancho t o t a l  de

l a  p l a ç a  de 50 mm y un ancho e f e c t i v o  d e l  a d s o r b e n ­

t e  de 14 mm; l a  l o n g i t u d  r e a l  de l a  zona de r e v e l a d o  

es  de 560 mm* P a r a  e v i t a r  e l  c o n t a c t e  d e l  a d s o r b e n ­

t e  con  e l  p a p e l  s a t u r a d o r  se  r a s p a  una  zona de 1 mm 

a  c ad a  l a d o  de l a  p l a ç a .  Tiempo de r e v e l a d o  5 h o r a s  

30 m i n u t o s .  La s e p a r a c i ô n  de l o s  c u a t r o  c o l o r a n t e s ,  

es  buena  con l a s  v e n t a j a s  a n t e r i o r m e n t e  d e s c r i t a s  de . 

r e c u p e r a r  e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  l i b r e  de i m p u r e z a s .

P a r a  a s e g u r a r s e  de que e l  f r e n t e  d e l  d i s o l ­

v e n t e  l l e g a  a l  f i n a l  de l a  c a p a  (o a l  l u g a r  d e s e a d o ) ,  

puede a p l i c a r s e  en e se  l u g a r  una  pequ eha  c a n t i d a d  de 

un c o l o r a n t e  poco p o l a r ,  en e s t e  c aso  a m a r i l l o  dime­

t i l o ,  p a r a  que p o r  su  r e v e l a d o  podamos a s e g u r a r  e l  

f i n a l  de l a  e x p e r i e n c i a ,  ya  que ,  a l  f i n a l  de l a  c ap a  

se  hace  d i f i c i l  l a  v i s u a l i z a c i ô n  d e l  d i s o l v e n t e  r e v e ­

l a d o r .

P a r a  l a  i d e n t i f i c a c i ô n  de s u s t a n c i a s  en e l  

p r o c e d i m i e n to  c r o m a t o g r â f i c o  em pleado ,  puede u t i l i -  

z a r s e ,  en a lg u n o s  c a s o s ,  una  c r o m a t o g r a f i a  no rm al  pa­

r a  e s t u d i a r  l a  p o s i c i o n  r e l a t i v a  de a lg u n o s  de l o s  p r £  

d u c to s  y ,  en  o t r o s  c a s o s ,  s e r a  n e c e s a r i o  r e a l i z a r  u n a  

c r o m a t o g r a f i a  en '•Z‘* i n d e p e n d i e n t e  p a r a  v e r  e l  de 

l a  s u s t a n c i a  de r e f e r e n d a .  U t i l i z a n d o  e l  p r im e r  s i s ­

tem a ,  se  ha  d i f e r e n c i a d o  e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  d e l  r o —



j o  de m e t i l o ;  l o s  o t r o s  dos  c o l o r a n t e s  so n  f l u o r e ^  

c e n t es y se  han  i d e n t i f i c a d o  p o r  l u z  U.V.

Los v a l o r e s  d e l  o b t e n i d o s  en l a  c ro m a to  

g r a f i a  en " Z"^ son  i n f e r i o r e s  a  l o s  de una  c ro m a to  

g r a f £ a  norm al  ( T a b la  I I I . I l l ) ,  d e b id o  a l  exce so  de 

e x p o s i c i o n  d e l  a d s o r b e n t e  seco  a  l o s  v a p o r e s  d e l  d i ­

s o l v e n t e ,  s i e n d o  e q u i v a l e n t s  a  una  s a t u r a c i ô n  p r e v i a  

con  l o s  v a p o r e s  d e l  d i s o l v e n t e  ( G e i s s ,  1 9 6 8 a ) .

TABLA I I I . I l l  

VARIACION DEL Rf

Rf

C o l o r a n t e  C .C .P .  n o rm a l  C .C .P .  en **Z”

a  O '65 0 '5 2

b G'23 O '12

c O '10 O '07

d O '06 0 '0 5

2 . 4 .  E f i c a c i a  d e l  s i s t e m a  c r o m a t o g r â f i c o

P a r a  e s t u d i a r  l a  e f i c a c i a  d e l  nuevo s i s t e m a  

c r o m a t o g r â f i c o  y p o d e r l a  com parar  con  l a  o b t e n i d a  en 

C .C .P .  n o r m a l ,  s e  u t i l i z a n  l a s  f o r m u la s  d e l  a p a r t a d o

7 .1  ( c . f .  c a p .  I )  a p l i c a n d o l a s  a  l o s  d a t q s  o b t e n i d o s  

en l a  s e p a r a c i ô n  d e l  c o l o r a n t e  a m a r i l l o  d i m e t i l o  i n ­

d i c a d a  en e l  a p a r t a d o  a n t e r i o r  ( P i g .  7 ) .



C .C .P .  no rm al  % a l t u r a  é q u i v a l e n t e  a  un p l a

t o  t e o r i c o ;  0*0046 cm; nume^ 

r o  de p l a t o s  t e ô r i c o s :  290 0 ,  

s i e n d o :  = 0*8 cm, d^ =

8*7 cm, L = 13*3 cm.

G .C .P .  en fo rm a  de **Z” : a l t u r a  é q u i v a l e n t e  a  un p l a -

t o  t e ô r i c o :  0*0076 cm; numé­

r o  de p l a t o s  t e ô r i c o s :  7 2 0 0 , 

s i e n d o :  = 1*9 cm, d^ =

29*3 cm, L = 54*4 cm.

Se o b s e r v a  e l  c o n s i d e r a b l e  aumento e x p e r im e n -  

t a d o  en e l  numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s ;  en e l  a p a r t a d o

7 .1  ( c . f .  c a p .  I )  se  i n d i c a b a  que e l  c a l c u l o  d e l  numé­

r o  de p l a t o s  t e ô r i c o s  de una  c a p a ,  d e p e n d ia  de u n a  s é ­

r i é  de f a c t o r e s  que  h a c f a n  poco c o m p a ra b le s  u n os  r e v e ­

l a d o s  con o t r o s  de d i f e r e n t e s  c a p a s ,  d i s o l v e n t e s ,  e t c . ,  

en c u a n to  a  e se  c â l c u l o ;  en e l  c aso  a c t u a l ,  s£ es  com­

p a r a b l e  ya  que s e  han  c o n se rv a d o  t o d o s  l o s  p a r â m e t r o s  

e x c e p to  l a  fo rm a  y l a  l o n g i t u d  de l a  c a p a .

2 . 5 .  R e s o l u c i ô n  d e l  s i s t e m a  c r o m a t o g r â f i c o

P a r a  e s t u d i a r  l a s  d i f e r é n c i a s  e n t r e  l a  r é s o l u — 

c i ô n  o b t e n i d a  en l a  G .G .P .  no rm al  y  en fo rm a  de ” Z**

-  y p a r a  l o s  c o l o r a n t e s  r o j o  de m e t i l o  y  2 * , 7 * - d i c l o -  

r o f l u o r e s c e i n a  s e p a r a d o s  segiin  se  d e s c r i b e  en e l  a p a r ­

t a d o  2 . 3  ( P i g .  7)  -  se  u t i l i z a  l a  f ô r m u la  i n d i c a d a  en



e l  a p a r t a d o  7 . 2  ( c . f .  c a p .  I ) .

,  '
La r e s o l u c i o n  o b t e n i d a  en G .G .P .  norm al  h a

s i d o  de 0* 6 c o n s i d e r a n d o s e ,  p o r  l o  t a n t o ,  

i n a d e c u a d a ,  s i e n d o  d^^ = 1 * 3  cm, d^g = 0*7 cm, 

= 0*9 cm, Ŵ 2 = 1 ' 1  cm.

La r e s o l u c i o n  o b t e n i d a  en G .G.P .  en form a 

de '*Z'* ha  s i d o  de 1*1 p o r  l o  que s e  c o n s i d é ­

r a  s a t i s f a c t o r i a ,  s i e n d o  d^^ = 3*6 cm, 

d^2 = 2 * 4  cm, = 1*0 cm, = 1*2 cm.

2 . 6 .  S e p a y a c io n  de a m in o a c id o s

Como un nuevo e jem p lo  de l a  s e p a r a c i ô n  de 

p r o d u c t o s  p o r  G .G.P.  en forma de '*ZÎ*, se  e f e c t u a  l a  

s e p a r a c i ô n  de l o s  s i g u i e n t e s  a m in o â c id o s :  l i s i n a ,  a r  

g i n i n a ,  p r o l i n a ,  â c i d o  a s p â r t i c o ,  a l a n i n a ,  v a l i n a ,  

m e t i o n i n a ,  i s o l e u c i n a  y t r i p t ô f a n o .

La s e p a r a c i ô n  se  e s t u d i a  a p l i c a n d o  s o b r e  c a ­

p a s  p r e f a b r i c a d a s  de g e l  de s i l i c e  (Merck, r é f .  5715)

1 p l  de c ad a  uno de l o s  a m in o â c id o s ,  p r e p a r a d o s  en so 

l u c i ô n  a g u a - # - p r o p a n o l  (9 0 :1 0 )  v / v  con  u na  c o n c e n t r a -  

c i ô n  de 1 mg/ml ( a m in o â c id o s :  Merck,  r é f .  8004 y  8003;  

Mann R e s e a r c h  L a b . , r é f .  7039 ;  D i f c o ,  r é f .  0 1 8 8 ) .

El  d i s o l v e n t e  r e v e l a d o r  u t i l i z a d o  h a  s i d o  u n a  

m e z c la  de:  n - b u t a n o l - â c i d o  a c e t i c o - a g u a  ( 8 0 : 2 0 : 2 0 )  

v / v  ( S t a h l ,  1 9 6 9 ) .



P a r a  v i s u a l i z a r  l o s  d i f e r e n t e s  a m in o â c id o s  

s e  u t i l i z a  u n a  s o l u c i ô n  p u l v e r i z a b l e  de n i n h i d r i n a  

(Merck, r é f .  6 7 5 8 ) .

Se e f e c t u a n  d i f e r e n t e s  r e v e l a d o s  p a r a  e s t u ­

d i a r  l a  s e p a r a c i ô n ,  i d e n t i f i c a n d o  l o s  d i f e r e n t e s  p ro  

d u c to s  m e d ia n te  r e v e l a d o s  i n d e p e n d i e n t e s  e f e c t u a d o s  

en l a s  mismas c o n d i c i o n e s .

a )  G.G.P.  n o rm a l :  Se s e p a r a n  d i v e r s o s  g ru p o s  de ami­

n o â c i d o s  quedando u n i d o s  e n t r e  s i :  l i s i n a  y a r g i ­

n i n a ;  p r o l i n a ,  â c i d o  a s p â r t i c o  y a l a n i n a ;  i s o l e u ­

c i n a  y t r i p t ô f a n o .

b)  G .G .P .  con  f l u j o  c o n t i n u o  a s c e n d a n t e :  En e s t e  c a s o ,  

y d eb ido  a l  b a j o  Rf  de l o s  a m in o â c id o s ,  s e  r é v é l a  

d u r a n t e  un t iem po  adecuado  p a r a  que e l  am inoâc ido  

de mayor Rf ( t r i p t ô f a n o )  s e  ap rox im e  a l  f r e n t e .  Se 

s e p a r a n ,  r e s p e c t e  a l  r e v e l a d o  a n t e r i o r ,  l a  a l a n i n a  

d e l  â c i d o  a s p â r t i c o .

c )  G .G.P.  con f l u j o  c o n t i n u e  a s c e n d a n t e :  Se r é v é l a  un 

t iem po  s u p e r i o r  a l  a n t e r i o r  p a r a  s e p a r a r  l o s  p r o ­

d u c to s  de b a j o .  Se c o n s ig u e  con e l l o  s e p a r a r  l a  

l i s i n a  de l a  a r g i n i n a  y l a  p r o l i n a  d e l  â c i d o  a s p â r ­

t i c o ,  p e ro  quedan u n i d o s  en e l  f r e n t e  e n t r e  s i ,  y  

con  l a s  im p u re z a s  de l a  c ap a  y e l  d i s o l v e n t e ,  l a  

i s o l e u c i n a  y e l  t r i p t ô f a n o .

d) G.G.P. en forma de Se s e p a r a n  e n t r e  s i  l o s  d i -



f e r e n t e s  a m i n o â c i d o s .  Los v a l o r e s  d e l  Rf  y l a s  d i s -  

t a n c i a s  de r e t e n c i o n  (d^ ,  cm) o b t e n i d o s  en l o s  d i f ^  

r e n t e s  r e v e l a d o s  s e  e s p e c i f i c a n  en l a  T a b la  I I I . I V ;  

l a  d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  por e l  f r e n t e  d e l  d i s o l v e n t e  

en l o s  r e v e l a d o s  a ,  b y c es  de 1 0 , cm.

TABLA I I I . I V  '

VALORES DEL R f  0 DE LA DISTANCIA DE RETENCION OBTENIDOS

OON DIFERENTES AMINOACIDOS

R eve lado

a; Rf ^R % d; Rf

L i s i n a 0*03 0*6 0*9 0'02

A r g i n i n a 0*05 1*1 1'6 0'04

P r o l i n a 0*15 3*0 4'2 0'12

A. a s p â r t i c o 0*17 3*5 5 '1 0'15

A l a n in a 0*20 4*2 6'2 0'20

V a l i n a 0*30 6*0 8 '5 0*25

M e t io n i n a 0*37 7*4 9'4 0 '34

I s o l e u c i n a 0*43 8*7 lO'o 0*39

T r i p t ô f a n o 0*45 9*2 10'0 0'43



3 .  DISCUSION

La p r i n c i p a l  v e n t a j a  de l a  G .G .P .  en form a  de 

**Z** es  e l  aumento c o n s e g u id o  en l a  e f i c a c i a  y en l a r e  

s o l u c i ô n  c r o m a t o g r â f i c a .  Aunque l a  l o n g i t u d  de l a  c a p a  

s i g u e  s i e n d o  l a  misma en su  a s p e c t o  e x t e r i o r ,  e s  v a r i a s  

v e c e s  s u p e r i o r  en c u a n to  a  su  l o n g i t u d  r e a l ,  p o r  l o  que 

aumenta  c o n s i d e r a b l e m e n t e  e l  numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s .

La zona c u r v a  de l a  ’•Z'* no p r é s e n t a  g r a n d e s  d i -  

f i c u l t a d e s  en c u a n to  a l  aumento de l a  l o n g i t u d  (W^) de 

l a s  manchas ( p r o d u c ie n d o  i n c l u s e  su  d i s m i n u c i ô n ) , incr_e 

m en tân d ose  e s t e  v a l o r  a  l o  l a r g o  de l a  "Z" d e b id o  a  l a  

d i f u s i ô n  d e l  p r o d u c to  a p l i c a d o  en e l  a d s o r b e n t e  ( a l  a u -  

m e n ta r  e l  r e c o r r i d o  y e l  t iem po  de p e rm a n e n c ia  en con­

t a c t e ) ;  s e  c o n s i g u e n ,  no o b s t a n t e ,  s e p a r a c i o n e s  m e j o r e s  

que en c a p a s  de 20 cm de l o n g i t u d ,  como se  h a  o b se rv a d o  

en l a s  s e p a r a c i o n e s  e s t u d i a d a s  en l a  p a r t e  e x p e r i m e n t a l .

S i  l a  c ap a  f u e r a  mâs e s t r e c h a  se  l i m i t a r f a ,  aun  

mâs,  l a  d i f u s i ô n  l a t e r a l ,  p o r  l o  que l a  s u p e r f i c i e  d e l à  

mancha d i s m i n u i r i a ,  aumentando p o r v l o  t a n t o  l a  p o s i b i l i -  

dad de u na  mâs f â c i l  v i s u a l i z a c i ô n .



GAPITULO IV

GROMATOGRAFIA DE ADSORGION EN GAPA PINA GON FASE MO-

VIL GASEOSA

1. INTRODUGGION

La s e p a r a c i ô n  de p r o d u c t o s  v o l a t i l e s  con  p u n t o s  

de e b u l l i c i ô n  d e l  o r d e n  de 100°G p o r  c r o m a t o g r a f i a  en  

c apa  f i n a  ( G . G . P . ) ,  t r o p i e z a  con  l a  d i f i c u l t a d  de que ,  

d e b id o  a  t e n e r  que e v a p o r a r  l a  f a s e  l i q u i d a  u t i l i z a d a ,  

e s t o s  p r o d u c t o s  v o l a t i l e s  son  t a m b i e n  e v a p o ra d o s  im p i— 

d ie n d o s e  su  v i s u a l i z a c i ô n .  Por  o t r a  p a r t e ,  l a  d i f u s i ô n  

de l o s  p r o d u c t o s  e n t r e  l a s  f a s e s  s ô l i d a  y l i q u i d a  es  

l e n t a ,  l o  que im p ide  su  r â p i d o  r e v e l a d o .

S i  hacemos p a s a r  un gas  -  o una  m e z c la  de un g as  

y v a p o r  de d i s o l v e n t e  -  p o r  una  câm ara  fo rm ada  p o r  l a  

c ap a  a d s o r b e n t e  y  una  c u b i e r t a  p r o v i s t a  de una  c a v i d a d  

l o n g i t u d i n a l  de poca  p r o f u n d i d a d ,  ob ten d rem o s  un s i s t^e  

ma c r o m a t o g r â f i c o  g a s - s ô l i d o  en c a p a  f i n a ;  a p l i c a n d o  l a  

m e z c la  de p r o d u c t o s  a  s e p a r a r  en un e x t re m o ,  podremos 

r e v e l a r  l o s  d i f e r e n t e s  p r o d u c t o s  (que p e rm a n e c e râ n  so ­

b r e  l a  c a p a  p a r a  s e r  v i s u a l i z a d o s  p o s t e r i o r m e n t e )  r e -  

s o l v i é n d o s e ,  de e s t a  fo rm a ,  l a s  d i f i c u l t a d e s  a n t e s  men- 

c i o n a d a s  p o r  l a  a u s e n c i a  de f a s e  l i q u i d a  y l a  mâs r â p i -  

d a  d i f u s i ô n  de l o s  p r o d u c t o s  e n t r e  l a s  f a s e s  s ô l i d a  y  

g a s e o s a .



El r e v e l a d o  de p r o d u c t o s  p o r  c r o m a t o g r a f i a  en 

f a s e  g a s e o s a  en columna -  u t i l i z a n d o  como f a s e  g aseo  

s a  u n a  m ez c la  de un g a s  p o r t a d o r  y un v a p o r  de d i s o l ­

v e n t e  (que  a c t u a  en g e n e r a l  como d e s p l a z a n t e  p a r a  e v i  

t a r  l a  fo r m a c iô n  de " c o l a s ’*) -  h a  s i d o  e s t u d i a d o  p o r  

d i f e r e n t e s  a u t o r e s :  G la e s s o n  (1 9 4 6 ) ,  en l a  s e p a r a c i ô n  

de h i d r o c a r b u r o s  y o t r o s  p r o d u c t o s  u t i l i z a n d o  a c e t a t o  

de e t i l o  como d e s p l a z a n t e ,  James (1 9 5 3 ) ,  en l a  s é p a r a  

c i ô n  de d i v e r s a s  m e z c la s  de d i s o l v e n t e s  o r g â n i c o s  con  

n i t r ô g e n o  como gas  p o r t a d o r  y  bromobenceno como d e s ­

p l a z a n t e ,  Ackman ( 1 9 6 3 ) ,  en e l  r e v e l a d o  con â c i d o  f ô r -  

mico como d e s p l a z a n t e  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  de â c i d o s  

g r a s o s  y  K n igh t  ( 1 9 5 8 ) ,  D av is  (1964) y P h i f e r  (1 9 6 6 ) ,  

en e l  r e v e l a d o  con l a  m e z c la  de un gas  p o r t a d o r  y v a  

p o r  de agua  p a r a  l a  s e p a r a c i ô n  de d i v e r s e s  p r o d u c t o s ;  

en c i e r t o s  c a s o s  se  u t i l i z a  e l  v a p o r  d e l  d i s o l v e n t e  

como g a s  p o r t a d o r  (T su da ,  1 9 7 0 ) .

La i n f l u e n c i a  de l o s  v a p o r e s  de l o s  d i s o l v e n ­

t e s  o r g â n i c o s  s o b r e  l a s  p r o p i e d a d e s  de a d s o r c i ô n  de l a  

c a p a  en G .G .P . ,  ha  s i d o  e s t u d i a d a  p o r  B re n n e r  ( 1 9 6 2 ) ,  

G e i s s  (1965 y 1965a) y Zeeuw (1968a)  l o s  c u a l e s ,  a n t e s  

de r e v e l a r  l o s  p r o d u c t o s  con l o s  d i s o l v e n t e s  l i q u i d e s  

h a b i t u a l e s ,  s a t u r a n  l a  c ap a  con  l o s  v a p o r e s  de l o s  m is  

mes o de d i f e r e n t e s  d i s o l v e n t e s  p a r a  m o d i f i c a r  s u s  p ro  

p i e d a d e s ,  o b t e n i e n d o  r e v e l a d o s  i n t e r e s a n t e s  que j u s t i -  

can  e l  m etodo .



Los g a s e s  y  m e z c la s  de g a s e s  y  v a p o r e s  de d i ­

s o l v e n t e s  o r g â n i c o s  u t i l i z a d o s  p a r a  e l  r e v e l a d o  -  n i  

t r ô g e n o ,  a c e t i l e n o ,  c l o r u r o  de e t i l o ,  N g-benceno ,  

N g - n i t r o b e n c e n o ,  N g -m e ta n o l ,  N2 - e t a n o l ,  N2 - a g u a ,  

N2 ~ a c e t o n a ,  y  N2 - n i t r o m e t a n o  -  se  han  e l e g i d o  de f o r ­

ma que su s  c o n s t a n t e s  d i e l é c t r i o a s  (The Chemical  

R ubber ,  1963) ( W e i s s b e r g e r ,  19 5 5 ) ,  s u s  p u n to s  de ebu­

l l i c i ô n  y s u s  p r o p i e d a d e s  q u im ic a s  s e a n  l o  mâs d i v e r  

s a s  p o s i b l e s ,  p a r a  e x p e r i m e n t a r  e l  r e v e l a d o  de p ro d u c ­

t o s  con una  a ra p l ia  gama de e s t o s  v a l o r e s .

Los a d s o r b e n t e s ’ u t i l i z a d o s  en l a s  c a p a s  -  g e l  

de s i l i c e ,  a lu m in a  y c e l u l o s a  -  y l o s  p r o d u c t o s  r é v é l a  

dos  en e l  e s t u d i o  i n i c i a l  -  n i t r o b e n c e n o  y m - c r e s o l  —

se  han  e l e g i d o  en e l  mismo s e n t i d o  de d i v e r s i d a d  de
►

c a r a c t e r i s t i c a s .  '

La câm ara  c ro r r i a to g r â f i c a  u t i l i z a d a ,  puede c a l e n  

t a r s e  con  agua  t e r m o s t a t a d a  p a r a  m a n te n e r  una t e m p e r a t u  

r a  d e t e r m i n a d a  d u r a n t e  e l  r e v e l a d o  (o p rog ram ada)  o p o r  

s i  se  d e s e a  u n a  mayor v e l o c i d a d  de r e v e l a d o .  De t o d a s  

f o rm a s ,  no es n e c e s a r i o  que l a  t e m p e r a t u r a  s e a  t a n  e l ^  

v a d a  como l a  u t i l i z a d a  en c r o m a t o g r a f i a  en  f a s e  g a s e o s a  

en co lum na,  p o r  no r e a l i z a r s e  e l  r e v e l a d o  t o t a l  de l o s  

p r o d u c t o s  con  g a l i d a  a l  e x t e r i o r  de l a  c a p a ,  l o  que h a ce  

que e l  p r o c e s o  c r o m a t o g r â f i c o  pueda s e r  mâs l e n t o .  De 

e s t a  fo rm a se  é v i t a  l a  p i r o l i s i s  de l o s  p r o d u c t o s  s e p a ­

r a d o s .



R evelando  n i t r o b e n c e n o  en c a p a s  de g e l  de s i l i ­

c e ,  se  e s t u d i a n  l a s  d i s t a n c i a s  de r e t e n c i ô n  (d^ )  o b t e ­

n i d a s  con d i f e r e n t e s  f l u j o s  de g a s ,  t i e m p o s ,  g a s e s  y  

v a p o r e s ,  t e m p e r a t u r a s ,  d im e n s io n e s  de l a  câmara  y  d i ­

v e r s a s  c o n d i c i o n e s  de t r a b a j o  d e l  s a t u r a d o r  de d i s o l v e n  

t e s .  Se r e v e l a n  d i v e r s a s  m e z c l a s  de p r o d u c t o s  t a i e s  co­

mo: t o l u e n o ,  b e n z a l d e h i d o ,  n i t r o b e n c e n o ,  a n i l i n a ,  

n - p r o p i l b e n c e n o  y bromobenceno,  a  t e m p e r a t u r a  a m b ia n t e  

y a  50^0 ,  y se  e s t u d i a  l a  o b t e n c i ô n  de manchas de l a  

menor l o n g i t u d  p o s i b l e ,  v a r i a n d o  l a s  c o n d i c i o n e s  del  r e ­

v e l a d o .

2 .  PARTE EXPERIMENTAL

2 . 1 .  A p a r a to s  y p r o d u c t o s  u t i l i z a d o s

El m o n ta i e  u t i l i z a d o  p a r a  e l  paso  d e l  g a s  p o r  

l a  c ap a  f i n a  es  e l  i n d i c a d o  en l a  P i g .  8 .  E l  g a s ,  

d e sec ad o  i n i c i a l m e n t e  con g e l  de s i l i c e  en a ,  p a s a  

p o r  e l  s a t u r a d o r  r e l l e n o  de a n i l l o s  R a s c h ig  b ( s i  

se  d e s e a  m e z c l a r  con l o s  v a p o r e s  de un d i s o l v e n t e ) ,  

a  c o n t i n u a c i ô n  p à s a  p o r  l a  câmara  c rom ato  g r â f i c a  c 

que c o n t i e n e  l a  c a p a  f i n a  y f i n a l m e n t e  es medido 

con un c a u d a l i m e t r o  d .

El  d e s e c a d o r ,  de 24 mm de d i â m e t r o  y 180 mm 

de l o n g i t u d  u t i l ,  c o n t i e n e  g e l  de s i l i c e  p r o v i s t o  de 

i n d i c a d o r  (Merck R é f .  1 9 2 5 ) .  E l  s a t u r a d o r ,  de 30 mm
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de d iâ ra e t ro  y  450 mm de a l t u r a  u t i l ,  e s t a  r e l l e -  

no t o t a l m e n t e  de a n i l l o s  R a s c h ig  de v i d r i o  de 

5 X 5 mm y puede t e n e r  i n c l u i d o  un bano con a g u a  

t e r m o s t a t a d a .

La câraara c r o m a t o g r â f i c a  u t i l i z a d a  es u n a  

p r e n s a  de l a  fo rm a  i n d i c a d a  en l a  P i g .  9 ( v i s t a  

l a t e r a l ) ;  e s t a  fo rm ada  p o r  dos p l a ç a s  de a lu m i n io  

a  (240  X 70  X 10 mm) e n t r e  l a s  c u a l e s  se  c o l o c a n ,  

l a  p l a ç a  c r o m a t o g r â f i c a  b (200 x 20 mm) y una  ju n  

t a  de t e f l 6 n  o c a r t u l i n a  £  (2 4 O x 40  x 0 ,2  mm) p r £  

v i s t a  de un hueco en e l  c e n t r e  ( I 80  x 6 mm) p a r a  

e l  paso d e l  gas* l a  j u n t a  se  c o l o c a  s o b r e  l a  c a p a  

a d s o r b e n t e .  La p l a ç a  d i s p o n e  de un a l o j a m i e n t o  pa­

r a  su  c o l o c a c i o n .  E l  c o n ju n t o  se  s u j e t a  con unos 

t o r n i l l o s  a d e c u a d o s .

Adosadas a  l a s  p l a ç a s  de a lu m i n io  que form an 

l a  p r e n s a  y con una  j u n t a  de goraa e n t r e  e l l a s  de 

10 mm de e s p e s o r  d ,  e s t â n  s i t u a d a s  o t r a s  dos  p l a ­

ç a s  de a lu m i n io  e ; e n t r e  l a s  p l a ç a s  a  y  £  c i r c u l a  

agua  t e r m o s t a t a d a  que e n t r a  p o r  f .  E l  agua  c i r c u l a  

m e d ia n te  una  bomba p e r i s t â l t i c a  y p r o v i e n e  de un  ba  

no de agua  p r o v i s t o  de t e r m o s t a t o .  Las p l a ç a s  g 

(de  P .V .G . )  e v i t a n  l a  p i r d i d a  de c a l o r .  E l  g a s  se  

i n t r o d u c e  p o r  h  en uno de l o s  e x t r e m e s  de l a  c a p a  y 

s a l e  por  e l  o t r o ,  s i e m p re  e n t r e  e l  hueco  e x i s t a n t e  

en l a  j u n t a  de t e f l 6 n .  A l a  s a l i d a  de l a  câm ara  se
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mide e l  c a u d a l  de gas  m e d ia n te  un c a u d a l i m e t r o  de 

b u r b u j a  de 10 m l.

La m e z c la  de p r o d u c t o s  se  a p l i c a  s o b r e  l a  c a  

pa  con una  p i p e t a  a d e c u a d a  a  t r a v e s  d e l  t a p o n  su p e ­

r i o r  i  (pud iendo  u t i l i z a r s e  un t a p 6 n  p r o v i s t o  de d i a  

f rag m a  de goma p a r a  a p l i c a r  l a  m ez c la  con  una  j e r i n -  

ga y e v i t a r  su p é r d i d a  p o r  e v a p o r a c i o n )  y  m e d ia n te  e l  

paso d e l  gas  p o r t a d o r  es  a r r a s t r a d a ,  en c o m p e te n c ia  

con l a  c ap a  a d s o r b e n t e ,  a  l o  l a r g o  de e s t a  quedando 

l o s  d i f e r e n t e s  p r o d u c t o s  r e v e l a d o s  s o b r e  l a  c a p a .

P a r a  e v i t a r  l a  d i f u s i ô n  l a t e r a l  de l o s  produn 

t o s  d u r a n t e  e l  r e v e l a d o  en d i m e n s io n e s  s u p e r i o r e s  a  

l o s  6 mm d e l  hueco e x i s t a n t e  en  l a  j u n t a  s u p e r i o r  (y  

l a  p o s i b l e  s a l i d a  d e l  gas  a  t r a v e s  de l a  c a p a  p o r o s a ) ,  

s e  a p l i c a  una  p l a n t i l l a  a d e c u a d a  s o b r e  l a  c a p a ,  p a r a  

que c u b r a  l a  zona  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  hueco  i n d i c a d o ,  

y s e  p u l v e r i z a  con  l a c a  d e l  t i p o  u t i l i z a d o  p a r a  l a  con 

s e r v a c i o n  de c rom atogram as  en 0 . 0 . P .  (Oamag R e f .  3 9 1 0 1 ) ;  

p o s t e r i o r m e n t e  se  a c t i v a  a  115^0 d u r a n t e  60 m in .

A p e s a r  de l a s  p r e c a u c i o n e s  tom adas  puede que 

e x i s t a  a lg o  de d i f u s i ô n  l a t e r a l ;  a l  mismo t i e m p o ,  l a  

a p l i c à c i ô n  de l a c a  p ro d u ce  en l a s  z o n a s  de l a  p l a ç a  en 

que no ha  s i d o  a p l i c a d a ,  un  l i g e r o  o s c u r e c i m i e n t o  de 

l a  f l u o r e s c e n c i a  p r o d u c i d a  con  l u z  U.V. Las p l a ç a s  

u t i l i z a d a s  p a r a  l a  o b t e n c i ô n  de c a d a  u n a  de l a s  c u r v a s



de l a s  g r â f i c a s ,  p r o v i e n e n  t o d a s  de u n a  misma p l a ç a  

(200 X 200 mm) c o r t a d a  en t i r a s  de 20 mm.

' Los g a s e s  y d i s o l v e n t e s  u t i l i z a d o s  han  s i d o :  

n i t r ô g e n o  ( i n d u s t r i a l ) ,  a c e t i l e n o  ( i n d u s t r i a l ) ,  c l o r u  

r o  de e t i l o  ( B .D .H . ) ,  n i t r o b e n c e n o  ( R i e d e l ,  de Haen 

A.G. ) ,  e t a n o l ,  m e t a n o l ,  benceno y a c e t o n a  (Merck) n i -  

t r o m e tà n o  ( P r o l a b o )  y agu a  d e s t i l a d a .  Los d i s o l v e n t e s  

o r g a n i c o s  han  s i d o  d e s e c a d o s  con t a m i z  m o l e c u l a r  de 

4 & ( B .D . H . ) .

3 .  RESULTADOS

3.1. D i s t a n c i a s  de r e t e n c i ô n  o b t e n i d a s  con  d i f e r e n t e s  ga­

s e s ,  v a p o r e s ,  c a p a s  y p r o d u c t o s

P a r a  c o n o c e r  e l  f u n c i o n a m i e n to  d e l  p r o c e d i — 

m ie n to  e s t u d i a d o  y l o s  r e s u l t a d o s  que se  o b t e n d r î a n  en  

d i f e r e n t e s  c o n d i c i o n e s ,  s e  e s t u d i a n  d i v e r s e s  g a s e s ,  

m e z c l a s  de g a s e s  y v a p o r e s ,  c ap a s  a d s o r b e n t e s ,  y  p r o ­

d u c t o s  a p l i c a d o s ,  p r o c u r a n d o  u t i l i z e r  d i s o l v e n t e s  que  

t e n g a n  i g u a l  pun to  de e b u l l i c i o n  y d i f e r e n t e  c o n s t a n t e  

d i e l é c t r i c a  o v i c e v e r s a ,  p a r a  p o d e r  e s t a b l e c e r  r e l a c i o -  

n é s  e n t r e  e l l o s .

Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se  r e f i e j a n  en  l a  

T a b la  I V . I .  La c o n s t a n t e  d i e l é c t r i c a  i n d i c a d a  e n  l à  

t a b l a  es  l a  d e l  gas  o l a  d e l  v a p o r  d e l  d i s o l v e n t e  u t i l i ­

zado (no de l a  m e z c l a ) ; l a s  c a p a s  de g é l  de s i l i c e  o de
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a lu m in a  u t i l i z a d a s  (200 x 20 x 0 , 2 5  mm) son  c ap a s  a n a  

l i t i c a s  p a r a  c r o m a t o g r a f l a  en capa  f i n a  con  s o p o r t e d e  

v i d r i o  (Merck, R e f .  5715 y 5713 r e s p e c t i v a m e n t e ) ; l o s  

p r o d u c t o s  a p l i c a d o s  han s i d o  n i t r o b e n c e n o  o . m - c r e s o l  

(1 | i l  de su  s o l u c i 6 n  en é t e r  de p e t r ô l e o ,  o o n o e n t r a -  

c i 6 n  10 mg/ml) u t i l i z a d o s  p o r  t e n e r  un pun to  de e b u l l i  

c i 6 n  s i m i l a r  ( 2 1 0 ,9  y 2 0 2 ,8 ^ 0  r e s p e c t i v a m e n t e )  y una  

c o n s t a n t e  d i e l é c t r i c a  d i f e r e n t e  (3 4 ,8 2  y 1 1 ,8  r e s p e c t !  

v am en te )  (The Chemica l  R ubber ,  1963) y p o r  s e r  f â c i l -  

mente  v i s u a l i s a b l e s  p o r  a d s o r c i ô n  de l u z  U.V. de 254 nm. 

E xce p te  l a  câm ara  c r o m a t o g r â f i c a  (50^0)  to d o  e l  c o n ju n ­

t o  se  ha  m an ten id o  a  l a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  En e l  c a  

so  de u t i l i z a r  v a p o r e s  de  d i s o l v e n t e  m ez c lad o s  c b n e l  

gas  p o r t a d o r ,  l a  a l t u r a  d e l  d i s o l v e n t e  en e l  s a t u r a d o r  

h a  s i d o  de 300 mm. La d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  m edida  so ­

b r e  l a  capa  o c rom atogram a  ( d ^ ) , i n d i c a  l a  d i s t a n c i a  

e x i s t e n t e  e n t r e  e l  p u n to  de a p l i c a c i ô n  d e l  p r o d u c to  y  

e l  c e n t r e  de l a  mancha p r o d u c i d a  d e s p u é s  d e l  r e v e l a d o .

En e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  con c a p a s  de c e l u l o -  

s a  (Merck, R é f .  5718) e l  p ro d u c to  a p l i c a d o  no se  a d s o r -  

be d eb id a m e n te  s o b r e  l a  c a p a ,  p r o d u c i é n d o s e  (como e r a  de 

e s p e r a r )  manchas a l a r g a d a s  que l a  ocupan  p o r  c o m p lè t e .

E fe c tu a n d o  G .O .P .  no rm al  so b r e  g e l  de s i l i c e  y 

r e v e l a n d o  con benceno se  o b s e r v a ,  que l a  r e l a c i é n  e n t r e  

l o s  v a l o r e s  d e l  Rf  d e l  n i t r o b e n c e n o  y d e l  m - c r e s o l  

( 4/ 1 ) es  d e l  mismo o rd e n  que l a s  r e l a c i o n e s  o b t e n i d a s



e n t r e  l a s  d i s t a n c i a s  de r e t e n c i ô n  en e l  s i s t e m a  e s t u  

d i a d o .

3 . 2 ,  V a r i a c i o n  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  en f u n c i ô n  de 

l a  t e m p e r a t u r a  d e l  s a t u r a d o r

P a r a  e s t u d i a r  l a  v a r i a c i ô n  de l a  d i s t a n c i a  de re^ 

t e n c i ô n  en ‘f u n c i ô n  de l a  t e m p e r a t u r a  d e l  s a t u r a d o r ,  s e  ■ 

i n t r o d u c e  e s t e  en un bano de agua  a  d i f e r e n t e s  t e m p e -  

r a t u r a s  o b t e n i é n d o s e  l a  g r â f i c a  de l a  P i g .  1 0 ,

Las c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  han  s i d o :

Capa a d s o r b e n t e :  g e l  de s i l i c e ;  gas  p o r t a d o r :  n i -  

t r ô g e h o ;  d i s o l v e n t e  en e l  s a t u r a d o r :  m e ta n o l  (300  mm de 

a l t u r a ) ;  p r o d u c to  a p l i c a d o :  10 jig de n i t r o b e n c e n o  (1 p.1 

de su  s o l u c i ô n  en é t e r  de p e t r ô l e o ;  c o n c e n t r a c i ô n  

10 m g/m l) ;  t e m p e r a t u r a  de l a  câm ara :  50°G; c a u d a l  d e l  

g a s ;  5 cm^/min; t iem p o  de r e v e l a d o ;  15 m i n u t o s .

Eh l a s  r e s t a n t e s  e x p e r i e n c i a s  de e s t e  t r a b a j o ,  

e x c e p te  en l o s  a p a r t a d o s  3 .1 1 * 4  y 3 * 1 1 .5 ,  s e  u t i l i z a r â  

como t e m p e r a t u r a  d e l  s a t u r a d o r  l a  a m b i e n t e (22 - 2 5 °C) 

p o r  su  l i g e r a  i n f l u e n c i a  s o b r e  l a  d i s t a n c i a  de r e t e n -  

 ̂ c i ô n  en e s t e  i n t e r v a l e  de t e m p e r a t u r a .  Puede s e r  i n t £  

r e s a n t e  l a  u t i l i z a c i ô n  de un bano t e r m o s t a t a d o  p a r a  

c o n s e g u i r  d i s t a n c i a s  de r e t e n c i ô n  mas e l e v a d a s ,  s o b r e  

to d o  con d i s o l v e n t e s  menos v o l â t i l e s ,  deb ie n d o  c a l e n t a r  

s e  (o a i s l a r s e )  t a m b ié n  l a  c o n d u c c iô n  d e sd e  e l  s a t u r a ­

d o r  h a s t a  l a  câmara  p a r a  e v i t a r  c o n d e n s a c i o n e s .  S i  l a
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t e m p e r a t u r a  d e l  s a t u r a d o r  es  i g u a l  que l a  de l a  oâxnara 

puede u t i l i z a r s e  e l  mismo t e r m o s t a t o  de e s t a  p a r a  c a ­

l e n t a r  e l  bano d e l  s a t u r a d o r .

3 . 3 , R e p r o d u c t i b i l i d a d  d e l  método

P a r a  c a l c u l a r  l a  d e s v i a c i 6 n  t f p i c a  de l a s  m e d i -  

d a s  de d i s t a n c i a  de r e t e n c i 6 n  o b t e n i d a s ,  se  e f e o t u a n  

8 c rom atogram as  en l a s  mismas c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  

m i d i i n d o s e  l a  d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  p o r  e l  p r o d u c t o  à p l i c a  

do y c a l c u l â n d o s e  l a  d e s v i a c i 6 n  t i p i c a  p o r  l a  f 6 r m u la

n  (n  - 1 )

s i e n d o :  =■ d e s v i a c i o n  t i p i c a

X = v a l o r  de c a d a  medida  

X = media  a r i t m e t i c a  de l a s  8 m ed idas  

n  = numéro de m edidas

Las m edidas  de d i s t a n c i a  de r e t e n c i 6 n  o b t e n i d a s  

han  s i d o ;  2 6 ,  30 ,  3 0 , 33, 2 7 , 2 9 , 2 8 ,  2 9 , o b t e n i é n d o s e  

un  v a l o r  medio de

= 29  + 2 , 6  #  ( p a r a  1 6 ) .

L as  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  han  s id o  i d é n t i -  

c a s  a  l a s  d e l  a p a r t a d o  3 . 2 . u t i l i z a n d o ,  como s i e m p r e ,  

c a p a s  a d s o r b e n t e s  c o r t a d a s  de l a  misma p l a ç a .



3#4. V a r i a c i 6 n  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i é n  en f i m c i é n  de 

l a  a l t u r a  d e l  d i s o l v e n t e  en e l  s a t u r a d o r

M edian te  c rom atogram as  e f e c t u a d o s  en i d é n t i c a s  

c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s ,  v a r i a n d o  u n i e ame n te  l a  a l ­

t u r a  d e l  d i s o l v e n t e  en  e l  s a t u r a d o r ,  puede c o n o c e r s e  su  

i n f l u e n c i a  s o b r e  l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n ;  l o s  r é s u l t a — 

dos se  e x p r e s a n  en l a  g r â f i c a  de l a  P i g .  11.

S i  se  u t i l i z a  e l  v a l o r  mâximo e s t u d i a d o  de 300mm 

de a l t u r a  d e l  d i s o l v e n t e ,  queda en e l  s a t u r a d o r  un  e s p a -  

c i o  de 150 mm r e l l e n o  de a n i l l o s  R a s c h i g  s i n  d i s o l v e n t e  

que s i r v e  p a r a  o a p t a r  l a s  g o t i t a s  que s e  p ro d u zc an  d u r a n  

t e  e l  b o r b o t e o .

Las c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  han  s i d o :  c a p a  de 

a d s o r b e n t e :  g e l  de s i l i c e ;  gas  p o r t a d o r :  n i t r ô g e n o ;  d i ­

s o l v e n t e :  m e t a n o l ;  p r o d u c to  a p l i c a d o :  30 }xg de n i t r o b e n ­

c e n o ;  t e m p e r a t u r a  de l a  câm ara :  5 0 ° 0 ;  c a u d a l  de g a s :

5 cm^/min;  t ie m p o  de r e v e l a d o :  30 m in .

3 .5* V a r i a c i ô n  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  en f u n c i ô n  de l a  

t e m p e r a t u r a  de l a  câm ara  C r o m a t o g r â f i c a

En l a  g r â f i c a  de l a  P i g .  12 se  e x p r e s a  l a  d i s t a n  

c i a  de r e t e n c i ô n  o b t e n i d a  d e s p u é s  d e l  r e v e l a d o  en f u n c i ô n  

de l a  t e m p e r a t u r a  de l a  câm ara  c r o m a t o g r â f i c a .  La tem pe— 

r a t u r a  de t r a b a j o  no debe s e r  muy e l e v a d a  ya  que ,  p o r  

una  p a r t e ,  s e  e l i m i n a r i a  una de l a s  p r i n c i p a l e s  v e n t a j a s  

de l a  0 . 0 . P.  que es  e l  r e v e l a d o  a  b a j a s  t e m p e r a t u r a s
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( l o  que é v i t a  l a  p i r o l i s i s  de l o s  p r o d u c t o s  r e v e l a d o s )  

y ,  p o r  o t r a  p a r t e ,  e l  m o n ta j e  u t i l i z a d o ,  en e l  que i n -  

t e r v i e n e n  a c c e s p r i o s  de p l â s t i c o  , no p e r m i t e  e l e v a d a s  

t e m p e r a t u r a s  ( t e m p e r a t u r a  maxima de t r a b a j o ,  7 0 ^ 0 ) .

Las  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  so n  i d é n t i c a s  a  

l a s  d e l  a p a r t a d o  a n t e r i o r  3 . 4 . ,  u t i l i z a n d o  como a l t u r a  

d e l  d i s o l v e n t e  en e l  s a t u r a d o r  l a  de 300 mm. La g r â f i -  

c a  o b t e n i d a  r e s p o n d s  a l  hecho  de que e l  aumento de l a  

t e m p e r a t u r a  p ro d u ce  l a  d i s m i n u c i é n  de l a  a d s o r c i é n .  E l  

aumento de l a  t e m p e r a t u r a  de l a  câm ara  i n f l u y e  poco en 

e l  a l a r g a m i e n t o  de l a  l o n g i t u d  de l a s  m anchas .

3 . 6 .  V a r i a o i é n  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i é n  en  f u n c i é n  d e l  

t ie m po  de r e v e l a d o

U t i l i z a n d o  l a s  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  d e l  

a p a r t a d o  3 . 4 . ,  v a r i a n d o  e l  t iem po  de r e v e l a d o ,  puede  

c o n o c e r s e  l a  v a r i a c i é n  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i é n  en 

f u n c i é n  d e l  t iem p o  en l a s  c o n d i c i o n e s  e s t u d i a d a s .  La 

a l t u r a  d e l  d i s o l v e n t e  en e l  s a t u r a d o r  h a  s i d o  de 

300 mm. Los r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  en l a  g r â f i c a  de l a  

P i g .  13.

3 . 7 .  V a r i a c i é n  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i é n  y  de l a  l o n g i ­

t u d  de l a s  manchas en f u n c i é n  d e l  c a u d a l  d e l  gas  p o r ­

t a d o r

M e d ian te  c rom a to g ram as  e f e c t u a d o s  en l a s  m i s -
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imas c o n d i c i o n e s ,  v a r i a n d o  u n ic a m e n te  e l  c a u d a l  de gas  

p o r t a d o r ,  puede c o n o c e r s e  l a  i n f l u e n c i a  de l a  v a r i a -  

c i 6 n  de e s t e  c a u d a l  s o b r e  l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  y  

s o b r e  l a  l o n g i t u d  de l a s  manchas o b t e n i d a s .  Los r e s u l ­

t a d o s  s e  e x p r e s a n  en l a  g r â f i c a  de l a  P i g .  14» Se ob­

s e r v a ,  que s i  se  d e s e a  o b t e n e r  c ro m a tog ram as  s e l e c t i — 

v o s ,  e s  n e c e s a r i o  u t i l i z a r  c a u d a l e s  de gas  b a j o s ,  d e l  

o r d e n  de 5 cm^/min como mâximo en l a s  c o n d i c i o n e s  e s ­

t u d i a d a s  ; con e s t o s  c a u d a l e s  de gas  l a  v e l o c i d a d  d e l  

mismo en l a  câm ara  es  d e l  o rd e n  de l a  u t i l i z a d a  en  l a  

c r o m a t o g r a f l a  en f a s e  g a s e o s a  (G .G .)  (G ascô ,  1 9 7 0 ) .

Las  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  son  i g u a l e s  a  

l a s  d e l  a p a r t a d o  3 . 2 ,  a p l i c â n d o s e  30 p g  de n i t r o b e n -  

c e n o .

3 . 8 .  I n f l u e n c i a  de l a  c a n t i d a d  a p l i c a d a  so b r e  l a  d i s t a n c i a  

de r e t e n c i ô n  '

Se e s t u d i a  l a  i n f l u e n c i a  de l a  c a n t i d a d  de 

p r o d u c t o  a p l i c a d o  en l a  capa  so b r e  l a  d i s t a n c i a  de r e  

t e n c i ô n ,  o b t e n i é n d o s e  unos v a l o r e s  de 41 ,  39,  40 y 

39 p a r a  10,  3 0 , 60 y 100 u g  de n i t r o b e n c e n o  a p l i ­

c a d o s ;  s i  c a l c u l a m o s  e l  v a l o r  medio  y s u  d e s v i a c i ô n  

t i p i c a  se  o b t i e n e :

d^ = 40 + 0 , 2 5  ( p a r a  1^) 

p o r  l o  que se  c o n s i d é r a  que ,  d e b id o  p ro b a b le m e n te  a
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l a  e s c a s a  c o n c e n t r a c i 6 n  de p r o d u c to  p o r  u n i d a d  de su ­

p e r f i c i e ,  l a  i n f l u e n c i a  de l a  c a n t i d a d  a p l i c a d a  en 

e so s  6 r d e n e s  de m ag n i tu d  e s  p r â c t i c a m e n t e  d e s p r e c i a -  

b l e .

Las c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  u t i l i z a d a s  so n  

l a s  d e l  a p a r t a d o  3»2.

3.9* I n f l u e n c i a  de l a s  d im e n s io n e s  de l a  câmara  so b re  l a  

d i s t a n c i a  de r e t e n c i é n  y e l  tamafio de l a s  manchas

Se e s t u d i a  l a  i n f l u e n c i a  de l a  v a r i a c i 6 n  de 

una de l a s  d im e n s io n e s  de l a  c âm ara ,  l a  d i s t a n c i a  ent­

i r e  l a  c ap a  a d s o r b e n t e  y l a  p l a ç a  de a l u m i n i o  que l a  

c u b re  (Aq ) ,  s o b r e  l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  y e l  tam a  

no de l a s  manchas m a n te n ie n d o  l a s  o t r a s  d im e n s io n e s  

i g u a l e s *

Se e s t u d i a  b a j o  dos f o r m a s :  m an ten ien do  c o n s ­

t a n t e  l a  v e l o c i d a d  d e l  gas  (7 c m / s , s i m i l a r  a  l a  u t i l i  

z a d a  en G*G*) o e l  c a u d a l  d e l  mismo (5 cm^/min) y v a ­

r i a n d o  Aq .

En e l  p r i m e r  c a s o  s e  o b s e r v a  (P ig*  15) e l  au­

mento l i n e a l  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  con  e l  aumen 

t o  de Ag ( l o '  que f a v o r e c e r i a  l a  r a p i d e z  d e l  r e v e l a d o )  

p e r o ' en cam bio ,  aum enta  c o n s i d e r a b l e m e n t e  l a  l o n g i t u d  

de l a s  manchas o b t e n i d a s ,  d eb ido  a l  aumento d e l  r e c o -  

r r i d o  l i b r e  de l a s  m o le c u l a s  de l o s  p r o d u c t o s  a  s e p a -  

r a r *  E s to  haoe  a c o n s e j a b l e  l a  u t i l i z a c i ô n  de pequ eh as  

d im e n s io n e s  de A_, aunque no e x c e s iv a m e n te  pequehas
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p a r a  no a l a r g a r  demasiado  e l  t iem po  de r e v e l a d o  n e c e ­

s a r i o  p a r a  o b t e n e r  l a  misma d i s t a n c i a  de r e t e n c i é n ,

o o n s i d e r â n d o s e  adecuado  un v a l o r  de de 0 ,1  ac ^
0 ,2  mm.

En e l  segundo c a so  se  m a n t i e n e  . c o n s t a n t e  e l  

c a u d a l  d e l  g a s ,  o b g e rv à n d o s e ,  que a l  v a r i a r  aumen­

t a  c o n s i d e r a b l e m e n t e  l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i é n  p a r a  

un  v a l o r  de 0 ,0 8  mm d e b id o ,  p r o b a b le m e n te ,  a  f u g a s  de l  

gas  a  l o  l a r g o  de l a  p l a ç a  p o r  ex ce so  de p r e s i é n ,  l o  

que h a c e  que a l  p r i n c i p l e  de l a  p l a ç a  s e a  e l  c a u d a l  

mas a l t o  que a l  f i n a l  (que es  donde mide e l  c au d a l im e  

t r o )  o b t e n i é n d o s e  en l a  zona  de r e v e l a d o  d e l  p r o d u c to  

un c a u d a l  s u p e r i o r  a l  raedido.  P a r a  d im e n s io n e s  de 

m a y o re s ,  l a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  d i s t a n c i a s  de r e ­

t e n c i é n  son  m en o re s ,  p o r  c o m p e n sa r se ,  en p a r t e ,  e l  

aumento  de A_ con  l a  d i s m i n u c i é n  de l a  v e l o c i d a d .  E s -  

t o  h a c e  a c o n s e j a b l e  l a  u t i l i z a c i é n  de câm aras  con ^  

no e x c e s iv a m e n te  pequeho ,  c o n s i d e r â n d o s e  una  d imen-  

s i é n  a d ec u a d a  l a  de 0 ,2  mm. La l o n g i t u d  de l a s  man­

c h a s  se  m a n t i e n e  c o n s t a n t e  con l i g e r a s  d i f e r e n c i a s .

De l o s  dos c a s o s  e s t u d i a d o s  s e  deduce  como v a  

l o r  mas adecuado  dé A^ e l  de 0 ,2  mm, que es  e l  que s e  

h a  u t i l i z a d o  a  l o  l a r g o  de todo  e l  t r a b a j o ,  ad op tân d o  

s e  desd e  un p r i n c i p l e  p o r  s e r  d e l  mismo o r d e n  que l o s  

h u e c o s  e x i s t e n t e s  e n t r e  l a s  p a r t i c u l a s  de l o s  a d s o r ­

b e n t e s  u t i l i z a d o s  en C.G. s é l i d o  (Gascô ,  1 9 7 0 ) .



Las c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  u t i l i z a d a s  han  

s id o  l a s  d e l  a p a r t a d o  3 . 2 .

3 . 1 0 .  V a r i a o i é n  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i é n  en f u n c i é n  d e l  

t iem po  de p r e s a t u r a c i é n  de l a  capa  con  e l  g a s  p o r t a d o r

Se e s t u d i a n  l a s  d i f e r e n t e s  d i s t a n c i a s  de r e t e n  

c i é n  c o n s e g u i d a s ,  v a r i a n d o  e l  t iem po  de p r e s a t u r a c i é n  de 

l a  c ap a  a d s o r b e n t e  con  e l  gas  p o r t a d o r  (o m ezc la  de 

g a s - v a p o r  de d i s o l v e n t e )  a n t e s  de l a  a p l i c a o i é n  d e l  p r £  

d u c t o .

En l a s  r e s t a n t e s  e x p e r i e n c i a s  e f e c t u a d a s  e s t e  

t ie m p o  de p r e s a t u r a c i é n  e r a  de c in c o  m in u to s  e s t a b i l i -  

z â n d o s e ,  a l  mismo t i e m p o ,  l a  t e m p e r a t u r a  de l a  p l a ç a ;  

en e s t e  c a so  se  e s t u d i a n  d i f e r e n t e s  t i e m p o s :  5 ,  10, 20 

y 40 m i n u t o s ,  o b s e r v â n d o s e  un l i g e r o  aumento de l a  d i s ­

t a n c i a  de r e t e n c i ô n :  51 ,  5 2 , 55 y 55 mm r e s p e c t i v a m e n t e ;  

l a  l o n g i t u d  de l a s  manchas no v a r i a  a p r e c i a b l e m e n t e .

L as  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  son i d é n t i c a s  a  l a s  d e l  

a p a r t a d o  3 . 2 ,  empleando como d i s o l v e n t e  en e l  s a t u r a d o r  

e t a n o l  en vez  de m e t a n o l .

3 . 1 1 .  O b te n c iô n  de manchas de pequeho tamaho

Una v e z  e s t u d i a d a s  t o d a s  l a s  v a r i a b l e s  que i n -  

t e r v i e n e n  en e l  p r o c e so  c r o m a t o g r â f i c o  e s  i n t e r e s a n t e  e l  

e s t u d i a r  l a s  c o n d i c i o n e s  mas a d e c u a d a s  p a r a  l a  p r o d u c c i m



de manchas de pequeha  l o n g i t u d  (mayor e f i c a c i a ) ,  h a -  

c ie n d o  i n t e r v e n i r  a  dos v a r i a b l e s ,  de form a que l a  d i s  

t a n o i a  de r e t e n c i ô n  o b t e n i d a  s e a  i g u a l  en cada  m e d id a ,  

p a r a  f i j a r  en l o  p o s i b l e  l a s  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a ­

l e s  y e v i t a r  e l  que l a  d i f u s i ô n  d e l  p r o d u c t o  s o b r e  l a  

c ap a  s e a  d i f e r e n t e  p o r  s e r  d i f e r e n t e  l a  d i s t a n c i a  de r £  

t e n c i ô n .  Las c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  de e s t e  a p a r t a ­

do 3 . 1 1 ,  son  i g u a l e s  a  l o s  d e l  a p a r t a d o  3 . 2 ,  v a r i a n d o  

en c ad a  caso  l o s  f a c t o r e s  o p o r t u n o s .

Se e f e c t u a n  l a s  e x p e r i e n c i a s  s i g u i e n t e s :

3 . 1 1 . 1 .  D i f u s i ô n  d e l  p r o d u c t o  a p l i c a d o  s o b r e  l a  c apa  

s i n  e l  paso  de gas  p o r t a d o r :  En l o s  d i f e r e n t e s  

t i e m p o s :  0 ,  7 , 5 ,  15, 30 y 60 m i n u t o s ,  l a  a p l i c a  

c i ô n  de 1 p i  de l a  s o l u c i ô n  p r e p a r a d a  de n i t r o ­

b e n ce n o ,  ooupa s o b r e  l a  c a p a :  4 ,  16,  28 ,  35 y
242 mm de s u p e r f i c i e  r e s p e c t i v a m e n t e ,  po r  l o  que 

i n t e r e s a  e f e c t u a r  l o s  r e v e l a d o s  en e l  menor tiera 

po p o s i b l e .

3 . 1 1 . 2 .  V a r i a c i ô n  d e l  c a u d a l  de gas  p o r t a d o r  y d e l  t i e m  

po de r e v e l a d o :  Los d a t o s  a d e c u a d o s  u t i l i z a d o s  

como v a r i a b l e s  se  o b t i e n e n  de l a s  g r â f i c a s  c o -  

r r e s p o n d i e n t e s .  U t i l i z a n d o  c a u d a l e s  de gas  de :  

10, 5 ,  2 , 5 ,  1 ,2 5  cm^/min ÿ t i e m p o s  de :  7 , 5 ,  16, 

34 y 73 m in ,  s e  o b t i e n e  una  d i s t a n c i a  de r e t e n ­

c i ô n  m ed ia  de 38 mm. Se o b s e r v a  que l a  l o n g i t u d



de l a  mancha es  menor p a r a  c a u d a l e s  de g as  p e -  

quenos y t i e m p o s  g r a n d e s  ( a  p e s a r  de que e l  

t iem po  i n f l u y e  de forma a d v é r s a ) ,  c o n s i d e r â n d o  

se  en e s t e  c a s o  como c a u d a l  mâs i n t e r e s a n t e ,  e l  

de 2 , 5  cm^/min.

Se e f e c t u a  l a  misma e x p e r i e n c i a  con c au d a  

l e s  de gas  de 5 y 2 , 5  cra^/min y t i e m p o s  de r e ­

v e l a d o  de 15 y 30  min, u t i l i z a n d o  como d i s o l ­

v e n t e  en e l  s a t u r a d o r  e t a n o l .  Se o b t i e n e ,  en 

e l  s e ^ n d o  c a s o ,  una  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  de 

47 mm y una  r e d u c c i ô n  d e l  10 #  en l a  l o n g i t u d  de 

l a s  m anchas .  En e s t a s  c o n d i c i o n e s  ( 2 ,5  cm^/min y 

30 min) e s  en l a s  que se  han  o b t e n i d o  manchas de 

menor l o n g i t u d ,  s i e n d o  e s t a  de 22 mm.

R eve lando  con benceno  l o s  10 pg  de n i t r o b e n  

ceno en G .G .P .  no rm al  s o b r e  g e l  de s i l i c e  ( r e c o -  

r r i e n d o  l a  mancha s o b r e  l a  c apa  l a  misma d i s t a n ­

c i a )  se  o b t i e n e  una l o n g i t u d  de l a  mancha de 

9 mm. Se o b s e r v a  que en e l  s i s t e m a  c r o m a t o g r à f i -  

co e s t u d i a d o ,  y en e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  l a s  man­

chas  son  n e ta m e n te  mâs l a r g a s ,  s i e n d o  d e l  o r d e n  

de 2 , 5  v e c e s  m a y o re s .

3 . 1 1 . 3 .  V a r i a c i ô n  de l a  t e m p e r a t u r a  de l a  câmara  c roraato  

g r â f i c a  y d e l  t iem p o  de r e v e l a d o :  Las  t e m p e r a t u ­

r a s  u t i l i z a d a s  han s i d o :  22 ,  2 9 , 49 y 62^0 y  l o s



t i e m p o s  c o r r e s p o n d i e n t e s :  7 3 ,  34 ,  16 y 11 min 

( s e  u t i l i z a n  l o s  t i e m p o s  a n t e r i o r e s ) ;  s e  o b t i £  

ne una  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  m edia  de 40 mm, 

o b t e n i é n d o s e  manchas mâs c o r t a s  a  t e m p e r a t u r a s  

a l t a s  y t i e m p o s  p e q u eho s ,  c o n s i d e r â n d o s e ,  en 

e s t e  c a s o ,  una t e m p e r a t u r a  a d e c u a d a  l a  de 50^0 ,  

u t i l i z a d a  ya  en o t r a s  e x p e r i e n c i a s .

S i  l a  t e m p e r a t u r a  es  'demasiado  a i t  a ,  puede  

p r o d u c i r s e  l a  e v a p o r a c i ô n  de u na  p a r t e  c o n s i d e ­

r a b l e  d e l  p r o d u c to  a l  s a c a r  l a  p l a ç a  c a l i e n t e  

de l a  p r e n s a ,  p o r  l o  que s e  t e n d r a  en c u e n t a  l a  

t e m p e r a t u r a  mâs a d e c u a d a  de r e v e l a d o  d e n t r o  de 

l o s  p u n to s  de e b u l l i c i ô n  de l o s  p r o d u c t o s  e s t u ­

d iad o s#  Los d a t o s  n e o e s a r i o s  u t i l i z a d o s  como va  

r i a b l e s  se  han  o b t e n i d o  de l a s  g r â f i c a s  c o r r e s ­

p o n d i e n t e s .

3 . 1 1 . 4 . V a r i a c i ô n  de l a  t e m p e r a t u r a  d e l  s a t u r a d o r  y d e l  

t iem po  de r e v e l a d o :  Se v a r i a  l a  t e m p e r a t u r a  d e l  

s a t u r a d o r  de 20  a  50°0 y e l  t i e m p o  de 15 a  10 min 

de a c u e rd o  con l a s  g r â f i c a s  c o r r e s p o n d i e n t e s .  No 

se  o b s e r v a  una  d i s r a in u c iô n  a p r e c i a b l e  en l a  l o n ­

g i t u d  de l a s  m anchas ,  o b t e n i é n d o s e  l a  v e n t a j a  de 

a c o r t a r  e l  t iem po  de r e v e l a d o .  Se a p r e c i a r â  mâs 

e l  e f e c t o  de c a l e n t a r  e l  s a t u r a d o r  en d i s o l v e n ­

t e s  menos v o l â t i l e s .



3 . 1 1 . 5 .  V a r i a c i ô n  d e l  d i s o l v e n t e  y d e l  t i e m p o  de r e v e l a -  

dp:  P a r a  o b t e n e r  l a  misma d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n ,  

ha  s i d o  n e c e s a r i o  u t i l i z a r  p r â c t i c a m e n t e  e l  m is ­

mo t iem po  de r e v e l a d o  en e l  c a s o  de v a p o r e s  de me 

t a n o l  (15 min)  que en e l  de v a p o r e s  de e t a n o l  

(13  m in ) ,  l o  que no c o n c u e rd a  con  l a  T a b la  I ,  

s i e n d o  d e b i d o ,  p r o b a b l e m e n t e ,  a  h a b e r  e f e c t u a d o  

e s t a  e x p e r i e n c i a  con  e l  s a t u r a d o r  a  50^0 y n o t a r  

se  menos en e l  e t a n o l  e l  e f e c t o  de c a l e n t a r  e l  s a  

t u r a d o r ,  s i e n d o  e s t e  d e t a l l e  poco i m p o r t a n t e  pa­

r a  e l  e s t u d i o  p e r s e g u i d o ;  de t o d a s  . fo rm as ,  no s e  

o b s e r v a  e l  a c o r t a m i e n t o  de l a s  manchas con e l  cam 

b i o  de d i s o l v e n t e .  En r e a l i d a d  s e  d e b e r â  u t i l i z a r  

d i f e r e n t e s  d i s o l v e n t e s  de a c u e rd o  con l o s  p r o d u c — 

t o s  a  s e p a r a r .

3 . 1 2 .  S e p a r a c i ô n  de d i v e r s o s  p r o d u c t o s

Después de c o n s i d e r a r  l o s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s ,  s e  

e s t u d i a  l a  s e p a r a c i ô n  de d i v e r s o s  p r o d u c t o s  e n t r e  s i .

3 . 1 2 . 1 . R eve lado  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e % En una  p l a ç a  de 

g e l  de s i l i c e  como l a s  u t i l i z a d a s  a n t e r i o r m e n t e ,  

s e  a p l i c a  una d i s o l u c i ô n  en é t e r  de p e t r ô l e o  de l a  

m e z c la :  100 u g  de t o l u è n e  ( p . e .  1 1 0 ,6 ^ 0 ) ,  10 p g  

de b e n z a ld e h id o  ( p . e .  1 7 9 ,5 ^ 0 )  y 5 p g  de a n i l i n a  

( p . e .  1 8 4 , 4^ 0 ) ,  r e v e l a n d o  d u r a n t e  15 min a  l a  tem



p e r a t u r a  a m b ie n te  (21^0) con una  m e z c la  de n i t r 6  

g e n o - e t a n o l  como gas  p o r t a d o r  con  un c a u d a l  de 

5 em^/min; a l t u r a  d e l  e t a n o l  en e l  s a t u r a d o r ,

300  mm.

Se s e p a r a n  l o s  t i e s  p r o d u c t o s ,  o b t e n i e n d o s e  

u n a s  d i s t a n c i a s  de r e t e n c i o n  de 7 4 ,2 5  y 2 mm pa­

r a  e l  t o l u e n e ,  b e n z a ld e h id o  y a n i l i n a  r e s p e c t i v a  

m en te ,  l a  mancha de t o l u e n o  d e s a p a r e c e  a  l o s  p o -  

cos  m i n u t o s .  La v i s u a l i z a c i o n  s e  e f e c t u a  con l u z  

U.V. de 254  nm. P a r a  l a  i d e n t i f l c a o i 6 n  de l o s  d i -  

f e r e n t e s  p r o d u c t o s ,  s e  r e v e l a n  p r e v i a m e n t e  d i v e r — 

s a s  p l a ç a s  con  l o s  p r o d u c t o s  a i s l a d o s  p a r a  c on o -  

c e r  en c a d a  c a so  su  d i s t a n c i a  de r e t e n c l 6 n .

P a r a  com parar  l o s  p r o d u c t o s  o b t e n i d o s ,  s e  

' e f e c t u a ,  en C .O .P .  n o r m a l ,  e l  r e v e l a d o  con d i d o  

rom etano  ( d i s o l v e n t e  muy v o l a t i l  p . e #  4 0 ° 0 ) de 

l o s  mismos p r o d u c t o s  y c a n t i d a d e s  a n t e r i o r e s  en 

p l a ç a s  de g e l  de s i l i c e .  Los R fs  o b t e n i d o s  han  s i  

do:  0 , 5 5 ,  0 ,3 6  y 0 , 1 8 ,  p a r a  e l  t o l u e n o ,  b e n z a l d e ­

h id o  y a n i l i n a  r e s p e c t i v a m e n t e ,  v i s u a l i z â n d o s e  l a  

mancha de t o l u e n o  con  g r a n  d i f i c u l t a d .  Tiempo de 

r e v e l a d o ,  30 m i n u t e s .  En o t r o s  d i s o l v e n t e s  menos . 

v o l a t i l e s  no s e  v i s u a l i z a  e l  t o l u e n o .

3 . 1 2 . 2 . R eve lado  a  t e m p e r a t u r a  s u p e r i o r  a  l a  a m b ie n t e :  Se 

e f e c t u a  e l  r e v e l a d o  a  un a  t e m p e r a t u r a  de l a  câm ara



c r o m a t o g r â f i c a  de 50^0 .  Sobre  una  p l a ç a  de g e l  

de s i l i c e  s e  a p l i c a  una  d l s o l u c i 6 n  en é t e r  de 

p e t r ô l e o  de 20 jig de a n i l i n a  ( p . e .  1 8 4 , 4 ° 0 ) ,

5 p g  de n i t r o b e n c e n o  ( p . e .  2 1 0 , 9°G ) ,  200 jig de 

n - p r o p i l b e n c e n o  ( p . e .  1 5 9 ,2 ^ 0 )  y 200 p.g de b ro  

mobenceno ( p . e .  1 5 5 ^ 0 ) .  Se r e v e l a n  con una  mez­

c l a  de n i t r 6 g e n o - e t a n o l ;  c a u d a l  d e l  gas  p o r t a -
■5

d or  5 cm / m i n ;  t iem po  de r e v e l a d o  10 min;  a l t u ­

r a  d e l  e t a n o l  en e l  s a t u r a d o r  300  mm.

Las d i s t a n c i a s  de r e t e n c i 6 n  o b t e n i d a s  h a n  

s i d o  de 6, 34, 92 y  110 mm, p a r a  l a  a n i l i n a ,  n i  

t r o b e n c e n o ,  n - p r o p i l b e n c e n o  y bromobenceno r e s ­

p e c t iv a m e n t  e .

Se e f e c t u a  una  0 . 0 . P .  no rm al  en c ap a  de ge l  

de s i l i c e ,  r e v e l a n d o  d u r a n t e  60 m in  con  t e t r a c l o  

r u r o  de c a rb o n o  ( d i s o l v e n t e  v o l a t i l ) ;  s e  o b t i e -  

nen  unos v a l o r es  d e l  Rf de 0 , 0 2 ,  0 , 1 3 ,  0 ,42  y 

0 , 4 2 , p a r a  l a  a n i l i n a ,  n i t r o b e n c e n o ,  n - p r o p i l b e n  

ceno y bromobenceno r e s p e c t i v a m e n t e ,  no s e p a r â n -  

d o s e ,  p o r  t a n t o ,  l o s  dos u l t i m o s  p r o d u c t o s  e n t r e  

s i .  Se e f e c t u a  as imism o una  O .O .P .  n o rm a l  s o b r e  

p l a ç a s  de a lu m in a  ( p a r a  e v i t a r  que l a  a c i d e z  de l a  

g e l  de s i l i c e  i n f l u y a  en l o s  R fs  de l o s  p ro d u o -  

t o s  a p l i c a d o s )  r e v e l a n d o  con é t e r  de p e t r é l e o .

Se o b t i e n e n  u nos  v a l o r e s  d e l  Rf  de 0 , 0 2 ,  0 , 1 7 ,  

0 ,6 7  y 0 , 6 3  p a r a  l a  a n i l i n a ,  n i t r o b e n c e n o ,  n - p r o  

p i l b e n c e n o  y bromobenceno r e s p e c t i v a m e n t e .



Se o b s e r v a  que en n in g u n o  de l o s  dos p r o c e -  

d i r a i e n to s  c r o m a t o g r â f i c o s ,  hay  o o r r e s p O n d e n o ia  

e n t r e  l o s  p u n to s  de e b u l X i c i é n  y l a s  d i s t a n c i a s  

r e ô o r r i d a s  s o b r e  l a  p l a ç a  y en e l  segundo c a so  

(50^0)  no s e  c o n s e r v a  n i  e l  o rd e n  e n t r e  e s t a s  dos 

v a r i a b l e s .



4 .  DISQUSION

A l o  l a r g o  d e l  t r a b a j o  se  han  e x p u e s t o  l o s  r e s u l t a -  

dos  o b t e n i d o s  a l  h a c e r  i n t e r v e n i r  a  l a s  d i v e r s a s  v a r i a ­

b l e s  que e n t r a n  en jueg o  en e l  s i s t e m a  c r o m a t o g r a f i c o  e£ 

t u d i a d o ,  e f e c t u a n d o  ta ra b ie n  s e p a r a c i o n e s  de d i v e r s e s  p ro  

d u o t o s .  Las g r a f i c a s  o b t e n i d a s  son  l o g i c a s  y p e r m i t i r a n  

en n u evos  c a s o s  p r a c t i c e s  e l  d e t e r m i n a r  l a s  c o n d i c i o n e s  

mas a d e c u a d a s  de r e v e l a d o .

En l a  T a b l a T 7 J ( a p a r t a d o  3 , 1 )  y en e l  a p a r t a d o  3 .1 2  

s e  o b s e r v a  que l a s  d i s t a n c i a s  de r e t e n c i & n  o b t e n i d a s  no 

e s t a n  r e l a c i o n a d a s  con  l o s  p u n to s  de e b u l l i c i 6 n  de l o s  

p r o d u c t o s  a p l i c a d o s ,  l o  que e x c lu y e  que e l  s i s t e m a  e s t u -  

d i a d o  se  b a s e  en una s im p le  d e s t i l a c i é n ;  o b s e r v a n d o ,  ade  

mas,  l a  d i f e r e n c i a  de com por tam ien to  d u r a n t e  e l  r e v e l a d o  

de l a s  p l a ç a s  de g e l  de s i l i c e ,  a lu m in a  y c e l u l o s a ,  p u e -  

de h a b l a r s e  de l a  e x i s t e n c i a  de una  s e p a r a c i 6 n  c ro m a to ­

g r â f i c a  p o r  a d s o r c i o n ,  no s i e n d o  l a  p l a ç a  un  raero s o p o r -  

t e .

No s e  han  e n c o n t r a d o  r e l a c i o n e s  l 6 g i c a s  e n t r e  l a  

c o n s t a n t e  d i e l e c t r i c a  de l o s  d i s o l v e n t e s  en forma de v a ­

p o r  y de l o s  mismos en fo rm a  l i q u i d a  y d e l  pun to  de e b u -  

l l i c i o n  de l o s  mismos , r e s p e c t o  a  l a s  d i s t a n c i a s  de r e ­

t e n c i o n  o b t e n i d a s .  (La f a s e  m ov i l  e s ,  en e s t e  c a s o ,  un a  

m e z c la  de c o n s t a n t e  d i e l e c t r i c a  no e s t u d i a d a ) .

El  d i f e r e n t e  com p or tam ien to  c r o m a t o g r a f i c o  con  d i -  

f e r e h t e s  g a s e s  y  v a p o r e s  de d i s t i n t a s  c a r a c t e r i s t i c a s .



puede  e x p l i c a r s e  p o r  l a  a d s o r c i 6 n  de e s t o s  p o r  e l  adso . r -  

b e n t e ,  l o  que m o d i f i c a  su  c a p a o id a d  de a d s o r c i é n  o p ro v £  

c a  un  d e s p l a z a m i e n t o ,  e n t r a n d o  en c o m p e te n c ia  e s t a  c a p a  

a d a p t a d a  y e l  gas  p o r t a d o r  con  o s i n  v a p o r  de d i s o l v e n t e ,  

p a r a  l a  s e p a r a c i 6 n  d e  l o s  p r o d u c t o s .

E s te  s i s t e m a  c r o m a t o g r a f i c o  p e r m i t e  l a  s e p a r a c i 6 n  

de p r o d u c t o s  mas v o l a t i l e s  que l a  G .G .P .  c l â s i c a  ( p . e ,

100 a  250^G ap rox im adam en te )  d eb id o  a  no t e n e r  que evap£  

r a r  e l  d i s o l v e n t e  r e v e l a d o r ,  o b t e n i e n d o s e  r e v e l a d o s  mas 

r a p i d e s  p o r  l a  m e jo r  d i f u s i ô n  de l o s  p r o d u c t o s  e n t r e  l a s  

f a s e s  s 6 l i d a  y g a s e o s a  y e f e c t u â n d o s e  s e p a r a c i o n e s  d i f e -  

r e n t e s  a l  po ne r  en  juego  o t r o s  f a c t o r e s .  P o r  o t r a  p a r t e  

l a  e f i c a c i a  es m enor ,  a l  menos en l o s  c a s o s  e s t u d i a d o s ,  

y su  t é c n i c a  e s  mas c ô m p l e j a .



OAPITULO V

DETEOQION DE PRODUCTOS RADIACTIVOS DURANTE SU REVELADO 

POR CROMATOGRAFIA EN CAPA PINA

1. INTRODUOCION

El r e v e l a d o  p o r  c r o m a t o g r a f i a  en c ap a  f i n a  en f l u -  

jo  c o n t i n u e  -  con e v a p o r a c i o n  d e l  d i s o l v e n t e  en l a  p a r t e  

s u p e r i o r  de l a  p l a ç a  ( B o b b i t t ,  1963) -  p r é s e n t a  l a s  v e n t a  

j a s  de un  aumento en e l  numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s  de l a  

c a p a  (S n y d e r ,  1967a) y de l a  c o n t i n u i d a d  de l a  e x p e r i e n c i a  

d u r a n t e  un t ie m p o  i n d e f i n i d o .  E s to  p e r m i t e  l a  s e p a r a c i 6 n  de 

p r o d u c t o s  de p o l a r i d a d  s i m i l a r  con d i s o l v e n t e s  poco p o l a -  

r e s  ( l o  que f a v o r e c e  l a  s e p a r a c i ô n  a l  d e s t a c a r  su s  d i f e -  

r e n c i a s ) ;  no o b s t a n t e ,  s i  j u n t o  con e l l o s  h a y  p r o d u c t o s  de 

d i f e r e n t e  p o l a r i d a d ,  e s t o s  p e rm a n ec e râ n  u n id o s  en e l  f r e n t e  

o en e l  o r i g e n  d e s p u e s  de r e v e l a r  y s e c a r  l a  p l a ç a .

S i  en una  câmara  c r o m a t o g r â f i c a  p r e p a r a d a  p a r a  e l  

r e v e l a d o  en f l u j o  c o n t i n u e ,  se  s i t u a  un  d e t e c t o r  adecuado  

p a r a  p r o d u c t o s  r a d i a c t i v o s  p o r  encima d e l  pun to  de a p l i c a -  

c i ô n  de l a  p l a ç a ,  a l  r e v e l a r s e  l o s  d i f e r e n t e s  p r o d u c t o s  s e -  

r â n  d e t e c t a d o s  y r e g i s t r a d o s  d inâm ica m e n te  p o r  s e p a r a d o ,  

aunque  p o s t e r i o r r a e n t e  se  u n a n . e n  e l  f r e n t e  d e l  d i s o l v e n t e .

E s t e  p r o c e d i m i e n to  de medida  puede u t i l i z a r s e  t a m -  

b i é n  con p r o d u c t o s  r a d i a c t i v o s  que no n e c e s i t a n  p a r a  su  s e ­

p a r a t i o n  que e l  r e v e l a d o  s e a  en f l u j o  c o n t i n u o ,  s i e n d o  a s i



i n n e c e s a r i o  d e s p l a z a r  l a  p l a ç a  d e b a j o  d e l  d e t e c t o r ,  segun  

es  p r a c t i c a  comun.

El  p r o c e d im ie n to  h a  s i d o  u t i l i z a d o  p a r a  l a  d e t e o -  

c i 6 n  de p r o d u c t o s  m e d ia n te  l a  m edida  de l a  c o n d u o t i v i d a d  

e l e c t r i c a  (Mori ,  1965) (Gremer,  1 9 6 9 ) .

2 .  PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

2 . 1 .  S o l u c io n e s  r a d i a c t i v a s  u t i l i z a d a s

S o l u c io n  a :  S o l u c i o n  a c u o s a  de a c e t a t o  s o d i c o  ^^G-1*;

a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  13*2 mOi/mM; c o n c e n -  

t r a c i 6 n  r a d i a c t i v a  15 p.Gi/ml.

S o l u c i o n  b :  S o l u c i 6 n  a c u o s a  de a c e t a t o  s o d ic o  *^^0-1;

a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  13*2 mCi/raM; c o n ce n ­

t r a t i o n  r a d i a c t i v a  0*48 mOi/ml.

Se h a  u t i l i z a d o  un p r o d u c t o  marcado  con oa rbo  

n o -1 4  p o r  s e r  e l  r a d i s o t o p o  mas u t i l i z a d o  en i n v e s t i -  

g a c i o n  b i o l o g i c a  y b i o q u im i o a  y e m is o r  de p a r t l c u l a s  

b e t a  de b a j a  e n e r g i a  (0*158 MeV), l o  que h ace  mas i n -  

t e r e s a n t e  e l  e s t u d i o  de l a  a b s o r c i o n  de e s t a s  p a r t i c u -  

l a s  p o r  e l  a i r e ,  c a p a s  a d s o r b e n t es  y  d i s o l v e n t e s .  S i  

e l  i s 6 t o p o  u t i l i z a d o  f u e r a  e m iso r  de p a r t i c u l a s  b e t a  

de mayor e n e r g i a  (o de r a d i a c i & n  gamma) l a  a b s o r c i& n  

s e r i a  menor y menores  l a s  d i f i c u l t a d e s  de s u  d e t e c -  

c i 6 n .

^ P re p a ra d o  po r  l a  D ra .  0 .  S u a re z



2 . 2 .  Equipo de m edida

Gons ta  de un t u b e  G e i g e r - M u l l e r  ( P h i l i p s  Mod. 

18505) a c o p la d o  a l  p r e a m p l i f i c a d o r , i n t e g r a d o r  y r e -  

g i s t r o  de un  r a d i o c r o m a t é g r a f o  ( N u c le a r  G hicago ;  Mod. 

A c t i g r a p h  I I I ) .  E l  tu b o  se  r e c u b r e  con  una  l a m in a  de 

p l a s t i c o  (T e rp h an e ;  d e n s i d a d  s u p e r f i c i a l ,  1 ' 8  mg/cm^) 

p a r a  e v i t a r  e l  c o n t a c t e  de su v e n t a n a  con l o s  vapo­

r e s  de l o s  d i s o l v e n t e s  em pleados ;  e l  d e t e c t o r  e s t a ,  

ademas,  p r o t e g i d o  con una  fu n d a  m e t a l i c a .

2 . 3 .  Gâmara de r e v e l a d o

Se u t i l i z a  una  câm ara  de a c e r o  i n o x i d a b l e  co ­

mo l a  r e p r e s e n t a d a  en l a  P i g .  16.  En l a  t a p a  de l a  

p a r t e  s u p e r i o r  t i e n e  una r e n d i j a  p a r a  que s o b r e s a l g a  

l a  p l a ç a  y pueda  p r o d u c i r s e  l a  e v a p o r a c i o n  d e l  f r e n t e  

d e l  d i s o l v e n t e ,  s i  e s  n e c e s a r i o ;  en l a  p a r t e  l a t e r a l ,  

p r o v i s t a  de una  r e n d i j a  de 24  x 3 mm, se  a l o j a  e l  

t u b o  G^M. La s e c c i â n  de l a  câmara , es  r e c t a n g u l a r  y  de 

u n a s  d im e n s io n e s  de 60 x 20 mm. La d i s t a n c i a  e n t r e  l a  

c ap a  c r o m a t o g r â f i c a  y l a  v e n t a n a  d e l  tu b o  G-M e s  de 

4 mm y l a  d i s t a n c i a  e n t r e  e l  fonde  'de l a  câm ara  y l a  

r e n d i j a  d e l  d e t e c t o r  e s  de 10 cm.

2 . 4 .  Gapas f i n a s

Las c a p a s  f i n a s  u t i l i z a d a s  son  c a p a s  p r e f a b r i  

c a d a s  con s o p o r t e  de v i d r i o  y  de d i f e r e n t e s  a d s o r b e n



FIG. 16 - CAMARA CROMATOGRAFICA PROVISTA DE 

TUBO G -M .



t e s :  g e l  de s i l i c e ,  a lu m in a ,  k i e s e l g u r  y c e l u l o s a  

(Merck; r é f .  5715,  5713,  5738 y 5718 r e s p e c t i v a ­

m e n t e ) .

2 . 5 .  E s t u d i o  de l o s  d i f e r e n t e s  p a r a m è t r e s  que i n t e r v i e -  

n e n  en l a  c o n s t r u c c i o n  de l a  câm ara  de r e v e l a d o

2 . 5 * 1 .  D i s t a n c i a  e n t r e  l a  c ap a  f i n a  y  e l  tu b o  G-M.

P a r a  e s t u d i a r  l a  v a r i a c i o n  de l a  a c t i v i ­

dad m edida  en f u n c i 6 n  de l a  d i s t a n c i a  e n t r e  e l  

p r o d u c to  a c t i v e  y e l  tu b o  G-M, se  a p l i c a n  5 p i  

' d,e l a  s o l u c i o n  a  de a c e t a t o  s 6 d i c o  so b re  una  

l â m in a  de v i d r i o ,  ocupando un  c i r c u l e  de 7 nim 

de d i â m e t r o ;  se  s e c a .  Se e f e c t u a  l a  medida  de 

l a  a c t i v i d a d  c o lo c a n d o  l a  l â m i n a  a  d i f e r e n t e s  

d i s t a n c i a s  de l a  p a r t e  f r o n t a l  de l a  c u b i e r t a

m e t â l i c a  d e l  t u b o  G-M c o lo c a d o  s o b r e  un  so p o r

t e .  Los d a t o s  o b t e n i d o s  se  i n d i c a n  en l a  Ta­

b l a  V . I .

TABLA V . I .

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD EN PUNGION DE LA DÏS-

TANGIA

D i s t a n c i a ,  mm A c t i v i d a d ,  cpm
1 6350
2  ̂ 5900
3 5210
4 4380
6 3310
8 2410

10 1850



La d i s t a n c i a  u t i l i z a d a  en l a  câm ara  de r e v e ­

l a d o  e n t r e  e l  tu b o  y l a  c ap a  f i n a  s e r â  de 4 nim, por 

s e r  a d ec u a d a  p a r a  su  c o n s t r u c c i é n  y no r e d u c i r  l a  

• m ed ida  de l a  a c t i v i d a d  de form a c o n s i d e r a b l e  r e s ­

p e c t o  a  l a  d i s t a n c i a  de 1 mm (31 9^). E s t a  d i s t a n ­

c i a  se  u t i l i z a r â *  en m ed idas  p o s t e r i o r e s .

2 . 5 * 2 .  D iâm etro  de l a  f u e n t e  a c t i v a .

P a r a  c o n o c e r ,  en e s t o s  e s t u d i o s  p r e v i o s ,  l a  

i n f l u e n c i a  d e l  d i â m e t r o  de l a s  f u e n t e s  p r e p a r a d a s  

s o b r e  l a  medida  de l a  a c t i v i d a d ,  se  a p l i c a n  s o b r e  

c a p a s  de c e l u l o s a  5 p i  de l a  s o l u c i â n  a  en c i r c u -  

l o s  de 5 ,  9 y 12 mm de d i â m e t r o ;  se  s e c a n .  Las  a c -  

t i v i d a d e s  m ed idas  han  s i d o  3 2 1 0 , 3090 y 2970 cpm
t

r e s p e c t i v a m e n t e ,  p o r  l o  que es  ad ecuado  e l  d iâm e­

t r o  u t i l i z a d o  de 7 mm dada l a  a b e r t u r a  d e l  t u b o  

Gr-M de 2 2  mm. E s t e  d i â m e t r o  se  u t i l i z a r â  en m ed i ­

das  p o s t e r i o r e s .

La d i s m i n u c i o n  de l a  m ed ida  de l a  a c t i v i d a d  

en l o s  c i r c u l o s  g r a n d e s  es  d e b i d a  a  que e l  p r o d u c ­

t o  s e  acum ula  en e l  e x t e r i o r  d e l  c i r c u l e ,  no p r e ­

s e n t  ando u n a  buen a  g e o m e t r f a  p a r a  l a  m ed id a .  S i  

l a s  a p l i c a c i o n e s  se  e f e c t u a n  s o b r e  una  l â m i n a  de 

v i d r i o  y con 5,  9 y 14 mm de d i â m e t r o ,  s e  o b t i e n s  

una  medida  de l a  a c t i v i d a d  de 4330,  4600 y 4450 cpm 

r e s p e c t i v a m e n t e ,  e x i s t i en d o  un mâximo p a r a  d iâ m e -



t r o s  i n t e r m e d i o s  p o r  i n t e r v e n i r  l a  g e o m e t r i a  de 

l a  m ed ida  y l a  a b s o r c i o n  de l a s  p a r t i c u l a s  b e t a  

p o r  e l  p r o p i o  p r o d u c to  a c t i v o .

2 . 5 . 3 , Lamina de p l a s t i c o  p r o t e c t o r a .

P a r a  c o n o c e r  l a  i n f l u e n c i a  de l a  l a m i n a  de 

p l a s t i c o  p r o t e c t o r a  d e l  t u b o  G—M s o b r e  l a  m ed ida  

de l a  a c t i v i d a d ,  s e  a p l i c a n  5 p i  de s o l u c i o n  a  

s o b r e  una  l a m i n a  de v i d r i o  y s e  mide  su  a c t i v i ­

dad con y s i n  l a  a d i c i ô n  de o t r a  l a m i n a  de p l a s ­

t i c o .  Las m edidas  de l a  a c t i v i d a d  o b t e n i d a s  h a n  

s i d o  de 4400  y 3710 cpm r e s p e c t i v a m e n t e ,  p o r  l o  

que l a  a d i c i 6n de e s t a  l a m i n a  supone una  a b s o r c i ô n  

de p a r t l c u l a s  b e t a  d e l  16,5^, que se  c o n s i d é r a  a c e p  

t a b l e .

2 . 5 . 4 . A b s o rc iô n  de l a s  p a r t i c u l a s  b e t a  p o r  a d s o r b e n t es  

y  d i s o l v e n t e s .

P a r a  e s t u d i a r  l a  a b s o r c i ô n  de l a s  p a r t i c u l a s  

b e t a  p o r  l o s  a d s o r b e n t es  y d i s o l v e n t e s  u t i l i z a d o s  

en e l  r e v e l a d o ,  s 0 a p l i c a n  5 p i  de l a  s o l u c i ô n  a  

s o b r e  l a m i n a s  de v i d r i o ,  l a m i n a s  p r e f a b r i c a d a s  c u -  

b i e r t a s  con d i f e r e n t e s  a d s o r b e n t es  y g s t a s  u l t i m a s  

im p re g n ad a s  con un d i s o l v e n t e .  Se o b t i e n e n  l a s  me— 

d i d a s  de a c t i v i d a d  i n d i c a d a s  en l a  T a b la  V . I I .



TABLA V .II

VARIACION DE LA MEDIDA DE ACTIVIDAD POR ADSORBENTES

Y DISOLVENTES

Capas

A c t i v i d a d , cpm

S i n  d i s o l  
v e n t e agua

n - b u t a  
n o l  . h e p t a n e

üi'spesor
c a p a ,

mm

s i n  capa 4500 - - -

s i l i c e 1900 660 960 1350 0 ' 3 0

a lu m in a 1010 430 540 560 0 '3 5

k i e s e l g u r 1450 540 450 710 0 '2 5

c e l u l o s a 3200 1500 2550 2680 O'IO

Los d i s o l v e n t e s  u t i l i z a d o s  s e  p u l v e r i z a n  s o b r e  

l a s  c ap a s  h a s t a  su  i m p r e g n a c iô n  maxima; se  han  e l e -  

g ido  de form a  q u e ,  s i n  s e r  v o l a t i l e s ,  t e n g a n  d i f e r e n  

t e  d e n s i d a d  p a r a  e s t u d i a r  su i n f l u e n c i a ;  l a  c o n s t a n ­

t e  d i e l e c t r i c a  puede i n f l u i r  en e l  s e n t i d o  de u n a  ma 

y o r  0 menbr f i j a c i o n  d e l  d i s o l v e n t e  s o b r e  e l  a d s o r -  

b e n t e .  Las c o n s t a n t e s  f i s i c a s  de l o s  d i s o l v e n t e s  s e  

i n d i c a n  en l a  T a b la  V . I I I .

Es d i f i c i l  f i j a r  l a s  c o n d i c i o n e s  de im p re g n a ­

c i ô n  d e l  d i s o l v e n t e  en l a  c a p a  en e s t a s  c o n d i c i o n e s  

p o r  l o  que l o s  d a t o s  son s o l o  de o r i e n t a c i ô n ,  o b s e r -  

v â n d o s e ,  no o b s t a n t e ,  l a  g r a n  i n f l u e n c i a  de a d s o r b e n  

t e s  y d i s o l v e n t e s  en l a  m ed ida  de l a  a c t i v i d a d .



2 , 5 . 5 .  R e n d i j a  d e l  d e t e c t o r .

P a r a  o b s e r v a r  l a  i n f l u e n c i a  de l a  a n c h u r a  de 

l a  r e n d i j a  e x i s t e n t e  e n t r e  l a  c a p a  y e l  d e t e c t o r ,  

s e  a p l i c a n  5 p i  de l a  s o l u c i ô n  a  s o b r e  una l a m i n a  

de v i d r i o  y se  mide su  a c t i v i d a d  i n t e r p o n i e n d o  d i ­

f e r e n t e s  r e n d i j a s .

TABLA V . I I I  

CONSTANTES PISICAS DÈ LOS DISOLVENTES

D i s o l v e n te
P.  de e .

°c
D e n s id ad

g/cm^
C o n s ta n te  d i ^  

l e c t r i c a

Agua 100 1 * 000 80*37

n - B u t a n o l 117*7 0*810 17*8

Heptane 98*4 0*684 . 1*924

L as  m ed idas  o b t e n i d a s  se  i n d i c a n  en l a  Ta­

b l a  V.IV .  E x i s t e  un compromise e n t r e  l a  a c t i v i d a d  

a  m e d i r  y  l a  r e s o l u c i ô n  n e c e s a r i a  de e s t a  m ed id a ,  

p a r a  una  buena  s e p a r a c i ô n  de l o s  p i c o s  de l o s  d i f e ­

r e n t e s  p r o d u c t o s  a c t i v e s  s e p a r a d o s  en un r e v e l a d o  

c r o m a t o g r a f i c o .  En e s t e  c a se  se  ha  c o n s i d e r a d o  a d e ­

c u a d a  u n a  a n c h u r a  de r e n d i j a  de 3 mm.



TABLA V.IV

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD EN PUNCION DE LA ANCHURA

DE LA RENDIJA

Anchura  de r e n d i j a A c t i v i d a d
mm cpm

1 590

2 1040

3 1590

4 2050

5 2480

2 . 6 .  R eve lado  e x p e r i m e n t a l

Como e jem p lo  d e l  p r o c e d i m i e n to  de d e t e c c i o n  e s t u -  

d i a d o ,  se  e f e c t u a  e l  e s t u d i o  de l a  p u r e z a  r a d i o q u i m i c a  de 

u na  m u e s t r a  de a c e t a t o  s o d ic o  ^^C-1 d e s e c a d o ,  i n i c i a l m e n -  

t e  p u r o ,  que ha  p e rm anec ido  a lm acenado  d u r a n t e  dos  a h o s  

a  -2 5 ° C .

Se e f e c t u a  l a  c r o m a t o g r a f i a  en l a  câm ara  de l a  

P i g .  16,  p r o v i s t a  de p a p e l  s a t u r a d o r ,  y, con c a p a s  a n a l i -  

t i c a s  p r e f a b r i c a d a s  de g e l  de s i l i c e  dç 200 x 30  mm; se  

a p l i c a n  en l i n e a ,  y a  8 cm de l a  b a s e  d e . l a  c a p a ,  5 p i  de 

l a  s o l u c i ô n  a c u o s a  d e l  a c e t a t o  s ô d ic o  ^^C-1 ( s o l u c i ô n  b ,

15 p g  en t o t a l )  y  se  r e v e l a n  con una  m e z c la  de e t a n o l -  

ag u a-am o n iac o  ( 1 4 6 : 1 4 :3 2 )  ( B a r e t ,  1 9 5 1 ) ;  se  o b t i e n s  l a  g r â



f i c a  de l a  P i g .  17, en l a  que se  o b s e r v a  una  im p u re -  

za  d e l  5 ^  que a p a r e c e  a  l o s  60 m in u to s  d e l  comienzo 

de l a  e x p e r i e n c i a ;  e l  t iem po  de r e v e l a d o  d e l  a c e t a t o  

s o d i c o  es  de 22 m i n u t o s .  En e l  r e v e l a d o  n o rm a l  con  l a  

m e z c l a  i n d i c a d a ,  e l  Rf d e l  a c e t a t o  s ô d i c o  es  de 0 ,6 0  y 

e l  de l a  im p u re za  0 , 2 9 , n e c e s i t â n d o s e  125 m in u to s  p a r a  

un r e v e l a d o  de 110 mm desd e  e l  pun to  de a p l i c a c i ô n  y 

40 m in u to s  mas p a r a  su  d e t e c c i ô n  con a p a r a t o s  c o n v e n -  

c i o n a l e s .  La c a n t i d a d  minima de a c t i v i d a d  a  d e t e c t a r  

en l a s  c o n d i c i o n e s  de t r a b a j o ,  es d e l  o rd e n  de 0,05 pCi,

La i d e n t i f i c a c i ô n  de l o s  p r o d u c t o s  r e v e l a d o s  se  

e f e c t u a  m e d ia n té  c rom atog ram as  r e a l i z a d o s  en l a s  m i s -  

mas c o n d i c i o n e s  con p r o d u c t o s  de c o n t r o l ,  comparando é l  

t iem p o  de r e v e l a d o ;  s i  e l  p r o d u c to  de c o n t r o l  e s  i n a c ­

t i v e  se  r é v é l a  e l  mismo t iem po  que e l  p r o d u c to  b u scad o  

y se  v i s u a l i z a ;  su  s i t u a c i ô n  d e b e r â  c o i n c i d i r  con e l  

c e n t r e  de l a  r e n d i j a  d e l  d e t e c t o r .  V a r ia n d o  l a  s i t u a ­

c i ô n  de l a  zona  de a p l i c a c i ô n  se  c o n s e g u i r â n  d i f e r e n ­

t e s  s e p a r a c i o n e s ,  s e g un  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  de l o s  pro  

d u c t os a p l i c a d o s .

2 . 7 .  D e s v i a c i ô n  t i p i c a  de l a  m edida  de l a  a c t i v i d a d

P a r a  c a l c u l a r  l a  d e s v i a c i ô n  t i p i c a  d e l  p r o c e d i m i e n  

t o  de a p l i c a c i ô n  de l a  m u e s t r a ,  r e v e l a d o  y medida  de l a  

a c t i v i d a d  u t i l i z a d o s ,  se  e f e c t u a n  d i v e r s e s  r e v e l a d o s  con
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l a  s o l u c i 6 n . b  en l a s  mismas c o n d i c i o n e s  d e l  a p a r t a d o  

a n t e r i o r ;  se  c a l c a n  s o b r e  un p a p e l  l o s  d i v e r s o s  p i ­

c o s  o b t e n i d o s  d e l  a c e t a t o  sô d ic o  puro  y se  p e s a n .

M ed ian te  l a  fô r rn u la  s i g u i e n t e  se  o b t i e n e  l a  

d e s v i a c i ô n  t i p i c a  de l a  m edida  de a c t i v i d a d  en l a  

que e s t â n  i n c l u i d o s  l o s  e r r o r e s  de l a  a p l i c a c i ô n  y 

r e v e l a d o :  ■

s =
l ( v - v ) 2

1  N-1

s i e n d o

s = d e s v i a c i ô n  t i p i c a

V = v a l o r  medidro

V = m edia  a r i t m ô t i c a  de l o s  v a l o r e s  m edidos

N = numéro de m e d id a s .

Los p e s o s  o b t e n i d o s  de l o s  10 r e v e l a d o s  e f e c -  

t u a d o s  han  s i d o  8 5 , 7 8 ,  8 I ,  91 ,  8 4 , 8 4 , 7 5 ,  82 ,  78  y 

74 mg y l a  d e s v i a c i ô n  t i p i c a  o b t e n i d a :

s  = + 5»6 como v a l o r  a b s o l u t o  y + 6*8 io como v a ­

l o r  r e l a t i v o .

Se e f e c t u a n  10 m ed idas  de a c t i v i d a d  c o n s e c u t i v a s  

en e l  r a d i o c r o m a t ô g r a f 0 (con  m ovim ien to  de l a  p l a ç a ) ,  

de una de l a s  p l a ç a s  r e v e l a d a . y  s e c a ,  o b t e n i e n d o s e  un a  

d e s v i a c i ô n  t i p i c a  de

s = + 2*6 como v a l o r  a b s o l u t o  y + 5 ' 5  como v a ­

l o r  r e l a t i v o ,



I )udiendo o b s e r v a r s e  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l o s  v a l o r e s  

o b t e n i d o s  a n t e r i o r r a e n t e  que c o r r e s p o n d e  a l  p r o c e s o  

c r o m a t o g r a f i c o  de r e v e l a d o ,

3 .  DISQUSION

Se han  t e n i d o  en c u e n t a  l o s  d i v e r s o s  f a c t o r e s  expé­

r i m e n t a l e s  p a r a  l a  c o n s t r u c c i o n  de l a  câm ara  c ro m a to g r â ­

f i c a  y e l  e s t u d i o  de l a  p u r e z a  r a d i o q u i m i c a  d e l  a c e t a t o  

s o d i c o  m arcad o .

Se h a  c o n s i d e r a d o  l a  a n c h u r a  de l a  r e n d i j a  (3 mm), 

e x i s t a n t e  e n t r e  l a  câmara  y e l  d e t e c t o r ,  p a r a  que s e a  l a  

a d e c u a d a  d e n t r o  d e l  o rd en  de l a s  a c t i v i d a d e s  e s p e c i f i c a s  

mâs u t i l i z a d a s  en l o s  com p u es to s  m a r c a d o s .  S i  f u e r a  mâs 

e s t r e c h a ,  s e r i a  n e c e s a r i o  u t i l i z a r  a c t i v i d a d e s  t o t a l e s  

mâs g l a n d e s  -  y p o r  l o  t a n t o  mayor c a n t i d a d  de p r o d u c to  -  

con l a s  c o n s i g u i e n t e s  p e r t u r b a c i o n e s  c r o m a t o g r â f i c a s ,  y  

s i  f u e r a  mâs a n c h a ,  l a  r e s o l u c i ô n  en e l  r e g i s t r e  g r â f i c o  

de l o s  d i f e r e n t e s  p r o d u c t o s  s e p a r a d o s  s e r i a  peq u eh a .

La d i s t a n c i a  e x i s t a n t e  e n t r e  l a  c a p a  a d s o r b e n t s  y 

l a  v e n t a n a  d e l  d e t e c t o r  (4 mm), es  a d e c u a d a  p o r  e s t a r  corn 

p r e n d i d a  d e n t r o  d e l  a l c a n c e  de l a s  p a r t i c u l a s  b e t a  e m i t i -  

d a s  p o r  e l  y e l  ^^8 -  que son  l o s  i s ô t o p o s  mâs u t i l i -  

z a d o s  en l a  p r e p a r a c i ô n  de m o lé c u l a s  m arcadas  ( e l  H no 

puede m e d i r s e  con  e s t e  d e t e c t o r )  -  p u d ie n d o ,  no o b s t a n t e ,  

m e d i r s e  o t r o s  p r o d u c t o s  m arcados  con i s ô t o p o s  r a d i a c t i v o s  

d i f e r e n t e s ,  aunque l a s  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  no s e a n

4 '



l a s  mâs a d e c u a d a s . .

La d i s t a n c i a  e x i s t a n t e  e n t r e  e l  p u n to  de a p l i o a -  

c i o n  d e l  p r o d u c to  s o b r e  l a  capa  y l a  r e n d i j a  d e l  d e t e c ­

t o r  (20 mm) se  h a  e s t u d i a d o  p a r a  que ,  en e s t e  c a s o ,  l a  

s e p a r a c i ô n  e n t r e  l o s  d i v e r s o s  p r o d u c t o s  y e l  t iem p o  "de 

r e v e l a d o  s e a n  a d e c u a d o s ,  p u d iendo  u t i l i z a r s e  o t r a s  d i s ­

t a n c i a s  s i  e l  c a so  l o  r e q u i e r e ,  p o r  t r a t a r s e  de m e z c l a s  

mâs c o m p l e j a s  o cuando e l  f l u j o  dé f a s e  m ô v i l  a  t r a v e s  

de l a  c a p a  s e a  d i f e r e n t e .



OAPITULO VI
< . ■

OBTENQION DE PRODUCTOS REVELADOS EN FORMA DE MANQUAS DE 

POQA SUPERFICIE Y LONGITUD EN CROMATOGRAFIA.EN QAPA FINA

1.  INTRODUCCION

En l a  t é c n i c a  de s e p a r a c i ô n  de p r o d u c t o s  p o r  c rom ato  

g r a f i a  en c ap a  f i n a  ( C . C . P . ) ,  es muy i n t e r e s a n t é  e s t u d i a r  

l a s  c o n d i c i o n e s  mâs a d e c u a d a s  de a p l i c a c i ô n  y r e v e l a d o  pa ­

r a  l a  o b t e n c i ô n  de p r o d u c t o s  r e v e l a d o s  en form a de manchas 

de poca  s u p e r f i c i e  y l o n g i t u d  (Wd) ( c . f .  7 ,  c a p .  I ) ,  c o n s i -  

g u i é n d o s e  con e l l o  l a  s e p a r a c i ô n  de l o s  p r o d u c t o s  con  mayor 

c o n c e n t r a c i ô n  p o r  u n id a d  de s u p e r f i c i e  (con  e l  c o n s i g u i e n -  

t e  aumento d e l  um bral  i n f e r i o r  de d e t e c c i ô n ) ,  mayor e f i c a ­

c i a  (p equena  Wd) y una  m e jo r  s e p a r a c i ô n  e n t r e  l o s  p r o d u c ­

t o s  r e v e l a d o s  (mayor r e s o l u c i ô n ) .

Las  t é c n i c a s  u t i l i z a d a s  de a p l i c a c i ô n  y r e v e l a d o ^  

u n a s  o r i g i n a l e s  y o t r a s  tom adas  de l a  b i b l i o g r a f i a ,  han  s i  

do :

a )  A p l i c a c i ô n  no rm al  de l a  s o l u c i ô n  s i n  s e c a r  con 

a i r e  d u r a n t e  l a  a p l i c a c i ô n  ( P i g .  l 8 a ) .

b )  D e s a c t i v a c i ô n  de l a  c ap a  en l a  zona  de a p l i c a c i ô n  

( P i g .  I 8 b ) ;  s e  e f e c t u a  m ed ian te  l a  f o r m a c iô n  en l a  zona  de 

a p l i c a c i ô n  de una banda  h o r i z o n t a l  con g o t a s  de d i s o l v e n ­

t e s  t a i e s  como, a g u a ,  m e ta n o l  .0 benceno  que se  e v a p o r a n  

con  una  c o r r i e n t e . d e  a i r e  f r i o ;  p o s t e r i o r m e n t e  s e  a p l i c a
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l a  s o l u c i ô n .  De e s t a  fo rm a  se  f a v o r e c e  e l  que a l  p a s a r  

e l  d i s o l v e n t e  r e v e l a d o r  p o r  e l  p r o d u c to  a p l i c a d o ,  p r o -  

duzca  una  r e d u c c i ô n  i n i c i a l  en l a  l o n g i t u d  de l a  a p l i ­

c a c i ô n .  ,

c )  C o n c e n t r a c iô n  d e l  p r o d u c to  en l a  p a r t e  sup e ­

r i o r  de l a  a p l i c a c i ô n  en form a de l i n e a  h o r i z o n t a l  

( P i g .  1 8 £ ) ;  es  una  v a r i a c i ô n  d e l  método de T r u t e r  (1964)* 

La c a p a  es  r e v e l a d a  en f l u j o  c o n t i n u o  bon m e ta n o l  en 

una câm ara  de poca  a l t u r a  (40  mm) cuya  t a p a  e s t â  p r o v i s  

t a  de una  r e n d i j a ;  l a  a p l i c a c i ô n  en e s t e  c a so  debe  de 

q u e d a r  j u s t e m e n t e  d e b a jo  de l a  r e n d i j a ;  m e d ia n te  una  co 

r r i e n t e  de a i r e  f r i o  o tem p lad o  se  é v a p o r a  e l  m e ta n o l  

que s o b r e s a l e  h a c ie n d o  que l a  mancha c i r c u l a r  quede con  

v e r t i d a  en una  l i n e a  h o r i z o n t a l  de 1 a  2 mm de (Wd). 

E s t a  o p e r a c i ô n  d u r a  de 5 a  10 m in .  P o s t e r i o r m e n t e  s e  r e  

v e l a  de fo rm a  n o r m a l .

d) Como d a to  de c o m p a rac iô n ,  y por  s e r  un método 

c l â s i c o  de p r o d u c c i ô n  de manchas de poca  s u p e r f i c i e ,  s e  

a p l i c a  l a  s o l u c i ô n  en l a  c a p a  secan do  a l  mismo t iem p o  

con a i r e ,  c o n s i g u i é n d o s e  con e l l o  una a p l i c a c i ô n  de po­

co d i â m e t r o  ( P i g .  I 8 d ) .  P a i r b a i r h  (1968)  h a  e s t u d i a d o  

l a s  c o n d i c i o n e s  mâs a d e c u a d a s  p a r a  l a  a p l i c a c i ô n  c u a n t i  

t a t i v a  de p r o d u c t o s .

e) P a r a  p r o d u c i r  manchas de poca  a n c h u r a  y s u p e r ­

f i c i e ,  se  a p l i c a  l a  s o l u c i ô n  en una l i n e a  v e r t i c a l  de 

20 mm de l o n g i t u d  y 3 m# de a n c h u r a  ( P i g .  1 9 e ) .
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f )  A p l i c a c i ô n  de l a  s o l u c i ô n  en fo rm a  de l i n e a  ho 

r i z o n t a l  de poca  Wd (20 x 3 mm) (Wagner, 1961) ( P i g .  1 9 £ ) .  

E s t e  método es  muy ad ecu ad o  p a r a  l a  e x p l o r a o i ô n  p o s t e r i o r  

de l a  c a p a  p d r  a p a r a t o s  que d i s p o n e n  de una  r e n d i j a  en  e l  

d e t e c t o r *

g) Es una  v a r i a c i ô n  d e l  método de M a t t h i a s  ( 1 9 5 4 ) ;  

en e s t e  c aso  ( P i g .  19g) l a  s o l u c i ô n  se  a p l i c a  a  13 mm de 

l a  p a r t e  s u p e r i o r  d e l  e s t r e c h a m i e n t o  (de  3 x 10 mm) en 

v e z  de en e l  c e n t r o ,  p a r a  e v i t a r  que l a s  manchas t omen una  

fo rm a  c u r v a ,  que s i  no es  un i n c o n v é n i e n t s  p a r a  l o s  p roduo  

t o s  n o rm a le s  v i s u a l i z a d o s  d i r e c t a m e n t e ,  s i  l o  e s  p a r a  l a  

d e t e c c i ô n  c u a n t i t a t i v a  de p r o d u c t o s  r a d i a c t i v o s ,  f l u o r e s c e n  

t e s ,  e t c . ,  p o r  e x p l o r a r  e l  d e t e c t o r  e l  o rom atogram a a  t r a -  

v é s  de una  r e n d i j a *

h)  I g u a l  que e l  método a n t e r i o r  p e ro  c o n c e n t r a n d o  e l  

p r o d u c t o  a p l i c a d o  m e d ia n t e  e l  método c (Pig*  19h)*

i )  P a r a  e v i t a r  d u r a n t e  l a  a p l i c a c i ô n  e l  e n san ch am ien ­

t o  de l o s  p r o d u c t o s  a p l i c a d o s ,  y  c o n s e g u i r  manchas de peq u e ­

h a  s u p e r f i c i e ,  s e  p r a e t i c a n  en e l  a d s o r b e n t e dos c o r t e s  v e r  

t i c a l e s  de 12 mm de l o n g i t u d  a  ambog l a d o s  de l a  a p l i c a c i ô n  

y a  una  d i s t a n c i a  e n t r e  e l l e s  de 5 mm ( P i g .  2 0 i ) .

j )  P a r a  p r o d u c i r  una a p l i c a c i ô n  de l a  mener s u p e r f i - ^  

c i e  p o s i b l e ,  se  a p l i c a  en l i n e a  v e r t i c a l  como en ^  y s e  

c o n c e n t r a  en l a  p a r t e  s u p e r i o r  seg un  e l  método o ( F i g u ­

r a  20^)  *

k)'  P a r a  e v i t a r  e l  ensancham i e n to  de l a s  manchas
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s e  r e v e l a  en p l a ç a s  de 5 nun de a n c h u r a  aproxiraadamen- 

t e  ( P i s h b e i n ,  1965) ( B e r t h o l d ,  1968) ( P i g .  2 0 k ) .

1 )  P a r a  e v i t a r  e l  e n sa n c h a m ie n to  de l a s  manchas 

en l a  zona a l t a  de l a  o a p a ,  se  o o r t a  e l  a d s o r b e n t s  en 

fo rm a  de t r a p e c i o  desde  l a  p a r t e  i n f e r i o r  de l a  oapa  

(30  mm) h a s t a  l a  s u p e r i o r  (10 mm) ( G r i e s e m e r ,  1968) 

( P i g .  2 0 1 ) .  .

m) Se e s t u d i a  l a  d i f e r e n c i a  en l a  e f i c a c i a  y 

en l a  s u p e r f i c i e  de l a s  m anchas ,  e n t r e  a p l i c a r  l a  s o -  

l u c i ô n  a  40 ô a  70  mm.de l a  b a se  de l a  c ap a  ( p a r a  f a -  

v o r e c e r  e l  r e v e l a d o  con f l u j o  l e n t o  de l a  f a s e  m o v i l  

de l o s  p r o d u c t o s  de b a j o )  r e v e l a n d o  120 mm en c ad a  

c a s o  d e sd e  l a  zona de a p l i c a c i 6 n .  Se u t i l i z a  l a  a p l i c a

c i 6 n  no rm al  y en l i n e a  h o r i z o n t a l  ( P i g s .  2 l m-1 y m-2

r e s p e o t i v a m e n t e ) .

n )  I g u a l  que  e l  método k p e ro  c o n c e n t r a n d o  e l  p r £  

d u c to  m ed i ;m te  e l  metodo c ( P i g .  2 l n ) .

o) Se e f e c t u a  e l  r e v e l a d o  a  d i f e r e n t e s  t e m p e r a t u -  

r a s :  -2 4 °C ,  2°C, 18°C y 42°0  ( S t a h l ,  1956) ( S in g h ,  . 

1970) ( P i g .  2 2 ) .

p) Se e f e c t u a n  d i v e r s e s  c e r t e s  en e l  a d s o r b e n t e 

c e r c a  de l a  zona de a p l i c a c i 6 n  y en l a s  zonas  l a t é r a ­

l e s ,  p a r a  f a v o r e c e r  l a  p r o d u c c i ô n  de manchas de poca

a n c h u r a  a  b a s e  de e s t r e c h a m i e n t o s  en l a  zona de c i r o u -

l a c i 6 h  d e l  d i s o l v e n t e  ( P i g .  2 1 p ) .
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2 .  PARTE EXPERIMENTAL

Se a p l i c a n  10 ) i l  de una  s o l u c i ô n  en e t a n o l  de l a  

m ez c la  de l o s  c o l o r a n t e s  s i g u i e n t e s :  a z u l  de b rom otim ol  

(1 m g /m l) ,  a m a r i1 1 o d i m e t i l o  (10 mg/ml) y ro d am in a  B 

(3 m g /m l) ,  r e v e l a n d o  con l a  m ez c la  de d i s o l v e n t e s :  a c e -  

t o n a - e t a n o l  ( 3 : 1 ) ,  en câm aras  c i l i n d r i c a s  de 22 x 5f5  cm 

de d i â m e t r o  p r o v i s t a s  de p a p e l  s a t u r a d o r ,  y  con c a p a s  

p r e f a b r i c a d a s  a n a l i t i c a s  de g e l  de s i l i c e  de 20 x 3 cm 

(Merck, r é f .  5 7 1 5 ) ;  s e  o b t i e n e n ,  en c o n d i c i o n e s  de a p l i -  

c a c i ô n  n o r m a l e s ,  unos v a l o r e s  d e l  Rf  de 0 , 2 4 ,  0 ,65  y 0 ,7 5  

p a r a  l a  ro dam in a  B, e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  y  e l  a z u l  de b r o  

m otim ol  r e s p e o t i v a m e n t e .  P a r a  l a  v i s u a l i z a c i 6 n  d e l  a z u l  

de b rom otim ol  se  emplean l o s  v a p o r e s  de h i d r 6 x i d o  am 6n ico .  

La a l t u r a  d e l  p u n t o de a p l i c a c i 6 n  gobre  e l  b o rd e  i n f e r i o r  

de l a  p l a ç a  ha  s i d o  de 40 mm ( e x c e p t e  en l o s  m étodos  g ,  h ,  

y  m),  l a  d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  p o r  e l  d i s o l v e n t e  d e sd e  e l  

p u n to  de a p l i c a c i 6 n  de 120 mm y l a  a l t u r a  d e l  d i s o l v e n t e  

en l a  câmara  de 10 mm.

E l  p r o d u c t 0 se  a p l i c a  s i n  s e c a r  d u r a n t e  l a  a p l i c a -  

c i ô n  ( e x c e p t e  en e l  método d ) ,  o b t e n i é n d o s e  un d i â m e t r o  de 

9 mm y s e c â n d o se  p o s t e r i o r m e n t e  con a i r e  f r i o ;  e s t a s  c o n d i ­

c i o n e s  se  m a n t i e n e n  p a r a  o b s e r v a r  m e jo r  l a s  v a r i a c i o n e s  o b -  

t e n i d a s  y p a r a  e s t u d i a r  e l  c aso  mas i n t e r e s a n t e  en  e l  que 

e l  volumen de  s o l u c i ô n  a  a p l i c a r  s e a  g ra n d e  o de un d i s o l ­

v e n t e  poco v o l a t i l  y  se  p ro d u z c a n  a p l i c a c i o n e s  de d i â m e t r o  

g r a n d e ,  ya  que ,  no e s  a c o n s e j a b l e  e l  c a l e n t a r  e x c e s iv a m e n te



l a  m u e s t r a  a p l i c a d a  (Bush,- 1 9 6 1 ) .  En e l  c aso  b -  p a r a  

e v i t a r  l a  d e s a c t i v à o i ô n  de l a  c ap a  p o r  l o s  d i s o l v e n t e s  

u t i l i z a d o s  en e l  r e v e l a d o  y en e l  p r o d u c t o a  a p l i c a r ,  

y p o d e r  o b s e r v a r  m e jo r  l a  i n f l u e n c i a  d e l  a g u a ,  d e l  me- 

t a n o l  y  d e l  benceno u t i l i z a d o s  -  s e  r é v é l a  con  b e n c e n o ,  

a p l i c a n d o  10 j i l  de una  s o l u c i ô n  b e n c é n i c a  de a m a r i l l o  

d i m e t i l o  (2 mg/ml) (Rf  = 0 ,3 4 )  c o n c e n t r a n d o  l i g e r a m e n t e  

l a  s o l u c i ô n  a p l i c a d a  p a r a  c o n s e r v a r  e l  d i â m e t r o  e s t u d i a  

do de 9 mm de d i â m e t r o .  En e l  metodo £ ,  y  p a r a  e v i t a r  

l a  s o b r e s a t u r a c i ô n  de l a  c ap a  a l  o o n c e n t r e r  l o s  p rod u £  

t o s  en e l  o r i g e n ,  s e  a p l i c a n  d i f e r e n t e s  c a n t i d a d e s  de 

a m a r i l l o  d i m e t i l o  (10 p l  de s u s  s o l u c i o n e s  en e t a n o l  de 

0 , 2 ,  1,  5 y  10 mg/ml de c o n c e n t r a c i ô n )  y  se  e s t u d i a n  

l a s  v a r i a c i o n e s  p r o d u c i d a s  en l a  l o n g i t u d  y s u p e r f i c i e  

de l a s  manchas r e v e l a d a s  r e s p e c t e  a l  método de c o n t r ô l a .

3 .  RESULTADOS Y DISOUSION

vDe t o d o s  l o s  m é to d os  e s t u d i a d o s  e l  mâs e f i c a z  es  

e l  m - 2 , a p l i c a c i ô n  en l i n e a  h o r i z o n t a l  a  70 mm de a l ­

t u r a ,  con una r e d u c c i ô n  m ed ia  de l a  l o n g i t u d  de l a s  man 

c h a s  d e l  30 i<> r e s p e c t e  a l  c o n t r o l  ( p r o c e d i m i e n t e  n o rm a l  

a )  ( v a l o r  mâximo de l a  r e d u c c i ô n  40 . La s u p e r f i c i e  de

l a s  manchas s e  i n c r e m e n t a  h a s t a  un v a l o r  medio d e l  27  

r e s p e c t e  a l  c o n t r o l  ( v a l o r  mâximo d e l  i n c r e m e n to  45 ^ ) .  

Las  g r a n d e s  d i f e r e n c i a s  o b s e r v a d a s  e n t r e  l o s  v a l o r e s  rae- 

d i o s  y l o s  mâximos, son  d e b id o s  a  que en l o s  v a l o r e s  me- 

d i o s  se  c o n s i d e r a n  l e s  t r è s  c o l o r a n t e s ,  m i e n t r a s  q u e ,  en



l o s  v a l o r e s  mâximos, se  c o n s i d é r a  s o l a m e n te  e l  c o l o r a n  

t e  que p r é s e n t a  m ayore s  d e s v i a c i o n e s .  Hay que t e n e r  en 

c u e n t a  que l o s  t r è s  c o l o r a n t e s  no se  d i f u n d e n  de i g u a l  

fo rm a  en e l  a d s o r b e n t e l o  que h a ce  que l a s  d e s v i a c i o n e s  

r e s p e c t e  a  l a  m e d ia ,  s e a n  c o n s i d e r a b l e s  ( T a b la  V I . I ) .

A e s t e  p r o c e d i m i e n to  l e  s i g u e  en e f i c a c i a  e l  f ,  

a p l i c a c i ô n  en l i n e a  h o r i z o n t a l  a  l a  a l t u r a  no rm al  de 

40 mm, con una r e d u c c i ô n  m ed ia  de l a  l o n g i t u d  de l a s  

manchas d e l  26 io ( v a l o r  mâximo 38 9^)* La s u p e r f i c i e  de 

l a s  manchas se  i n c r e m e n t a  en un 38 ^  ( v a l o r  mâximo 69 9^).

Le s ig u e  en e f i c a c i a  e l  método g,  a p l i c a c i ô n  a  

13 mm de un e s t r e c h a m i e n t o ,  con una  r e d u c c i ô n  m ed ia  de 

l a  l o n g i t u d  de l a s  manchas d e l  21 ^  ( v a l o r  mâximo 39 ^ ) . 

La s u p e r f i c i e  de l a s  manchas se  i n c r e m e n t a  en un 8 ^  ( v a  

l o r  mâximo 53 i°) • E s t e  método e s  e l  mâs i n d i c a d o  s i  s e  

debe  t e n e r  en c u e n t a  l a  s u p e r f i c i e  de l a s  m anchas .

TABLA V I . I

VARIACION DE LA LONGITUD Y LA SUPERFICIE DE LAS MANCHAS

CON LOS DIFERENTES METODOS

L o n g i tu d S u p e r f i c i e
R educc i 6n Auménto R e d u cc iôn Aument 0

Método ....... i ... __ . ....... ^  _ .

a  ( c o n t r o l )
d - 8 16 -
f 26 — - 38

g 21 - - 8
h 21 - - 8

j — ' 8 16 —
k - 8 56 —
1 - 8 13 —

m-2 30 - - 27
n - , 8 56 —



El método que p ro d uce  manchas de mener s u p e r f i c i e  

e s  e l  k ,  a p l i c a c i ô n  en c a p a s  de 5 mm.de a n c h u r a ,  con  

una  r e d u c c i ô n  m edia  de l a  s u p e r f i c i e  d e l  56 ( v a l o r  

mâximo 69 La l o n g i t u d  de l a s  manchas s e  i n c r e m e n t a  

en un 8 ^  ( v a l o r  mâximo 28 ^ ) ,

Le s i g u e  en e f e c t i v i d a d  e l  método j ,  a p l i c a c i ô n  en 

l i n e a  v e r t i c a l  y c o n c e n t r a c i ô n  p o s t e r i o r ,  con una  r e d u c  

c i ô n  m edia  de l a  s u p e r f i c i e  d e l  16 ^  ( v a l o r  mâximo 45 ^ ) .  

La l o n g i t u d  de l a s  manchas se  i n c r e m e n t a  en un 8 ^  (v a ­

l o r  mâximo 36 ^ ) •

P a r a l e l o  a l  método a n t e r i o r  es e l  d ,  a p l i c a c i ô n  en 

un c i r c u l e  de pequeho d i â m e t r o  (4 a  5 mm), con  una  reduo  

c i ô n  m ed ia  de l a  s u p e r f i c i e  d e l  16 9̂  ( v a l o r  mâximo 26 ^ ) . 

La l o n g i t u d  de l a s  manchas se  i n c r e m e n t a  en un 8 % ( v a l o r  

mâximo 17 ^ ) .

El  método 1 ,  u t i l i z a c i ô n  de c a p a s  en form a  de t r a ­

p e c i o ,  l e  s i g u e  a l  a n t e r i o r ,  con una r e d u c c i ô n  m edia  de 

l a  s u p e r f i c i e  d e l  1 3 ^  ( v a l o r  mâximo 25 A.# La l o n g i t u d  

de l a s  manchas se  i n c r e m e n t a  en un l 8  °/o ( v a l o r  mâximo 

39 ^ 4 .

En l o s  m étodos  h  y  n  l a s  v a r i a c i o n e s  de l o n g i t u d  y 

s u p e r f i c i e  son  s i m i l a r e s  a  l a s  de l o s  m étodos  g  y  k  r e s ­

p e c t  ivam e n t e .

En l o s  r e s t a n t e s  m étodos  b ,  c ,  e ,  i ,  o ,  p y m -1 , l a s  

v a r i a c i o n e s  en l a  l o n g i t u d  y en l a  s u p e r f i c i e  de l a s  man-



c h a s  son  r e d u c c i o n es i n f e r i o r es a l  10 ^  o aum en tos ,  p o r  

l o  que no puede t e n e r s e  en c o n s i d e r a c i ô n .  En g e n e r a l  e l  

p r o d u c t o  t i e n d e  à  o c u p a r  l a  misma s u p e r f i c i e  d u r a n t e  e l  

r e v e l a d o ,  s i n  que i n f l u y a  demasiado  e l  método de a p l i c a -  

c i é n .  E l  numéro de d e t e r m i n a c i o n e s  c u a n t i t a t i v a s  e f e c t u a  

d a s ,  han  s i d o  como minime de t r è s  en c a d a  p r o c e d i m i e n t o ,  

c o m p a râ n d o la s  con  o t r a s  t a n t a s  c a p a s  de c o n t r o l  r e v e l a ­

d as  en i d é n t i c a s  c o n d i c i o n e s .  Las 6 c a p a s  u t i l i z a d a s - e n  

c a d a  p r o c e d i m i e n to  p r o c e d e n  de una misma c apa  c o m e r c i a l  

de 20 X 20 cm.

En l a  P i g .  22 s e  o b s e r v a  l a  i n f l u e n c i a  de l a  t e m p e -  

r a t u r a  (método o) s o b r e  l a  s e p a r a c i ô n  de l a s  manchas p o r  

v a r i a c i ô n  d e l  R f  en l o s  c o l o r a n t e s  e s t u d i a d o s .  E s t a  g r â — 

f i c a  es e l  r e s u l t a d o  d e l  e s t u d i o  de l a  i n f l u e n c i a  de l a  

t e m p e r a t u r a  en l a  e f i c a c i a  de l a  s e p a r a c i ô n .

M e d ia n t e l a  f ô r m u la  c o r r e s p o n d i e n t e  d e l  a p a r t ado 7 . 2  

( c . f .  c a p .  I )  s e  c a l c u l a  l a  r e s o l u c i ô n  o b t e n i d a  en l o s  mo 

t o d o s  m -2 , f  y  g  -  en l o s  que s e  ha  o b t e n i d o  una  m e j o r a  -  

y  e n t r e  l a s  manchas c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l o s  c o l o r a n t e s  r o ­

damina  B y  a m a r i l l o  d i m e t i l o ,  y a m a r i l l o  d i m e t i l o  y a z u l ’ 

de b ro m o t im o l ,  r e s p e c t o  a  l a s  c a p a s  de c o n t r o l .  Los r e s u l -  

t a d o s  se  e x p r e s a n  en l a  T ab la  V I . I I .



TABLA V I.II

RESOLUCION OBTENIDA EN LOS METODOS m=2, f  y  g

__________________Método_______ _________
_______m-2 ■  f ____________  g_

C o l o r a n t e s  Rod.-Am Am-Az Rod.-Am Am-Az RodrAm Am-Az

R e s o l u c i ô n  4-'90 1 '3 8  4 ' 8 0  1 ' 38 3 '5 7  1 ' 08

M ejo ra  . 28 ^  42 f» 31 52./» 2 ^  23

Media 35 ^  41 '5  ^  12*5 54



QAPITULO VII

OROMATOGRAPIA DE ADSORCION EN OAPA PREPARATIVA FOR-  -

MADA POR OOMPRIMIDOS

1. INTRODUGQION

Las m ayores  d i f i c u l t a d e s  que se  p r e s e n t a n  en l a  c r o -  

m a t o g r a f i a  de a d s o r c i ô n  en c ap a  p r e p a r a t i v a ,  e s t r i b a n  en 

l a  a p l i c a c i ô n  d e l  p r o d u c to  en u na  l i n e a  e s t r e c h a  y en l a  

s e p a r a c i ô n ,  d e sp u e s  d e l  r e v e l a d o ,  de l o s  d i f e r e n t e s  p r o ­

d u c to s  que i n t e r e s a  e s t u d i a r ,  s o b r e  t o d o ,  s i  l o s  p r o d u c ­

t o s  son  t ô x i c o s  como en e l  c aso  de p r o d u c t o s  r a d i a c t i v o s .  . 

Se u t i l i z a ,  en e l  p r é s e n t e  t r a b a j d ,  un a  c a p a  t u b u l a r  f o r -  

mada p o r  comprimidos  t a l a d r a d o s  de m a t e r i a l  a d s o r b e n t e ,  

que f a c i l i t a n  l a  a p l i c a c i ô n  de l a  m u e s t r a  y  l a  s e p a r a c i ô n  

de l o s  d i f e r e n t e s  p r o d u c t o s  d e sp u e s  d e l  r e v e l a d o  ( P i g .  2 3 ) .  

Lenk (1969) y L ie  (1962)  han  u t i l i z a d o  c a p a s  p r e p a r a t i v a s  

t u b u l a r e s  s i n  s e c c i o n a r .

P a r a  l a  a p l i c a c i ô n  d e l  p r o d u c to  e x i s t e n  n um erosos  d i s  

p o s i t  iv  os  manual  e s  y a u t o m a t i c  os (Morgan, 1962) (Mckibbings ,  

1961) ( R i t t e r ,  1 9 6 2 ) ;  en t o d o s  e l l o s  e s  d i f i c i l  c o n t r o l a r  

l a  a n c h u r a  (Wd) de l a  banda  form ada  a l  a p l i c a r  e l  p r o d u c — 

t o ,  s o b r e  t o d o ,  s i  l o s  d i s o l v e n t e s  empleados  son  poco v o l a  

t i l e s ,  m i e n t r a s  que ,  en e l  p r o c e d i m i e n to  e s t u d i a d o ,  e l  p r o ­

d u c to  a p l i c a d o  queda s i e m p re  en e l  comprimido o com prim i­

dos  u t i l i z a d o s  s i n  v a r i a r  su  a n c h u r a .
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En c r o m a t o g r a f i a  de a d s o r c i 6 n  p r e p a r a t i v a  se  han  pu 

b l i c a d o  num erosos  t r a b a j o s  s o b r e  l a  s e p a r a c i ô n  de l o s  p r £  

d u c t os de l a  c ap a  d e sp u é s  d e l  r e v e l a d o .  La m a y o r i a  de 

e l l o s  c o n s i s t e n  en e l  c o r t e  o r a s p a d o  de l a  zona de a d s o r  

b e n t  e c o n te n ie n d o  e l  p ro d u c to  s e p a r a d o  ( M o t t i e r ,  1 9 5 5 ) ,  

l o  c u a l  es e n g o r r o s o  y en e l  c a so  de  p r o d u c t o s  t ô x i c o s  

t i e n e  e l  i n c o n v e n i e n t e  de c o n ta m in a r  l a  zona  de t r a b a j o .

En c r o m a t o g r a f i a  en columna,  a p a r t é  d e l  p r o c e d im ie n  

t o  de c o r t e  ya  s e n a l a d o ,  l a  s e p a r a c i ô n  puede e f e c t u a r s e  

m e d ia n te  u t i l i z a c i ô n  de columnas fo rm ad as  p o r  v a r i o s  t u -  

bos  a c o p l a d o s  p o r  u n i ones  e s m e r i l a d a s  ( T i s e l i u s ,  1947) 

( G a u l t ,  1 9 5 0 ) ,  l o s  c u a l e s ,  como es  l ô g i c o ,  no pueden  s e r  

muy nu m ero so s ;  o t r o s  p r o c e d i m i e n t o s  emplean  columnas r i g i -  

d a s  de a d s o r b e n t e  s i n  t u b o  p r o t e c t o r  que c o r t a n  d e s p u i s  de 

r e v e l a d a s  ( M i l l e r ,  1 9 5 1 ) .  En l a  c r o m a t o g r a f i a  de p a r t i c i ô n  

p r e p a r a t i v a  s o b r e  p a p e l  se  h a  empleado l a  " c r o m a t o p i l a " ,  

fo rm ada  por  d i s c o s  de t e l a  0 p a p e l  ( L e n o i r ,  1942) ( M i t c h e l l ,  

1 9 4 9 ) y t am b ien  t u b o s  fo rm ados  p o r  p a p e l  e n r o l l a d o  que se  

c o r t a  p o s t e r i o r m e n t e  ( D a n i e l s s o n ,  1 9 5 2 ) .  En e l  p r é s e n t é  c a ­

s e ,  e s t a  s e p a r a c i ô n  es  sumamente f â c i l  y a  que b a s t a  desmon 

t a r  e l  s o p o r t e  de l a  c a p a , y  d e s p u i s  d e l  s e c a d o  y de l a  v i -  

s u a l i z a c i ô n ,  s e p a r a r  l o s  comprimidos  que i n t e r e s e n .

E l  d i s p o s i t i v e  e s t u d i a d o  f a c i l i t a  o t r a s  t i c n i c a s  u t i  

l i z a d a s  en c r o m a t o g r a f i a  en c apa  f i n a  y p r e p a r a t i v a  t a i e s  

como: a )  e l  g r a d i e n t  e en l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a  ( P e t i t ,  1969) 

( S t a h l ,  1 9 6 4 ) ,  u t i l i z a n d o  columnas fo rm ad a s  p o r  com pr im idos



de d i f e r e n t e s  a d s o r b e n t e s  o m e z c la s  de a d s o r b e n t e s ;  b )  

l o s  r e v e l a d o s  m u l t i p l e s  ( K i r c h n e r ,  1951) con s e p a r a c i ô n  

i n t e r m e d i a  de l o s  p r o d u c t o s  p u r i f i c a d o s  que i n t e r e s e n ^ y  

nuevo r e v e l a d o  de l o s  r e s t a n t e s ;  o) l o s  r e v e l a d o s  m û l t i  

p i e s  con s e p a r a c i ô n  de l o s  comprimidos que i n t e r e s e n  e 

i n t r o d u c c i ô n  en o t r a s  c a p a s ,  pud ien do  r e u n i r s e  l o s  p r o ­

d u c t o s  m e d ia n te  f l u j o  c o n t i n u o  formando un nuevo o r i g e n  

( T r u t e r ,  1964) y c a m b ia r ,  s i  i n t e r e s a ,  e l  a d s o r b e n t e  

(A n e t ,  1 9 62 ) ;  en e s t o s  r e v e l a d o s  m u l t i p l e s  pueden a c t i -  

v a r s e  so l a m e n te  l o s  com pr im idos  que i n t e r e s e n  s i n  c a l e n ­

t a r  l o s  p r o d u c t o s  a  s e p a r a r ;  d) l a  e l u c i ô n  de l o s  p r o d u c ­

t o s  s e p a r a d o s  s i m p l i f i c a d a  p o r  e l  p r o c e d i m i e n to  empleado 

de e l u i r  s i n  romper  e l  com primido;  e)  e l  r e v e l a d o ,  y a  

q u e ,  a l  no e s t a r  e l  a d s o r b e n t e  en c o n t a c t o con su  s o p o r — 

t e ,  ( p l a ç a s  con s o p o r t e  de v i d r i o ,  p l â s t i c o ,  e t c . )  s e  

é v i t a  l a  i n f l u e n c i a  de l a  z o n a  de c o n t a c t o  e n t r e  ambos;

f )  l a  a p l i c a c i ô n  de l a  t e c n i c a  de Musgrave ( 1 9 6 9 ) ,  de con  

c e n t r a c i ô n  d e l  p r o d u c to  a p l i c a d o  en l a  zona  de a p l i c a c i ô n  

m e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i ô n  en e s a  zona  de un  a d s o r b e n t e  de 

mener  c a p a c i d a d  de a d s o r c i ô n ;  g) l a  v i s u a l i z a c i ô n  de p r o ­

d u c t o s  r a d i a c t i v o s  s i n  e q u ip o  de d e s p l a z a m i e n t o  de l a  c a ­

p a ,  m e d ia n te  l a  medida  p o r  ambas c a r a s  de l o s  com pr im idos  

a i s l a d o s ;  h )  l a  u t i l i z a c i ô n  de câm aras  p a r a  e l  r e v e l a d o  de 

volumen i n f e r i o r  a l  u t i l i z a d o  con l a s ,  p l a ç a s  p r e p a r a t i v a s  

c o n v e n c i o n a l e s .  S e r v i r a  v e n t a j o s a m e n t e ,  en g e n e r a l ,  p a r a  

c u a l q u i e r  t i p o  de t e c n i c a  en l a  que s e  u t i l i c e  e l  i n t e r -  

cambio de p r o d u c t o s  o de a d s o r b e n t e s  y d i f e r e n t e s  r e v e l a ­

d o s .



L as  r e s t a n t e s  t ê c n i c a s  pueden u t i l i z a r s e  ig u à lm e n — 

t e ,  aunque s i n  v e n t a j a s  e s p e c i a l e s ,  e s t u d i â n d o s e  su  a d a p -  

t a c i o n . a  l a  c r o m a t o g r a f i a  d e s c e n d e n t e  y l a v a d o  de l a s  c a ­

p a s  ( S t a n l e y ,  1957) y a  l a  c r o m a t o g r a f i a  de f l u j o  c o n t i n u o  

p o r  e v a p o r a c i ô n  d e l  d i s o l v e n t e  en l a  p a r t e  s u p e r i o r  de l a  

capa  ( B o b b i t t ,  1 9 6 3 ) .

Una p a r t e  i m p o r t a n t e  e s  l a  p r e p a r a c i ô n  de l o s  com— 

p r i m i d o s .  Se e f e c t u a  su  e s t u d i o  con  a d s o r b e n t e s  y a g l u t i -  

n a n t e s  t a i e s  como g e l  de s i l i c e ,  a lu m i n a ,  t a l c o ,  s u l f a t o  

c â l c i c o ,  a lm id ô n ,  e t c . ,  s o l o s  o m e z c la d o s  -  p a r a  f a v o r e c e r  

l a  c o h e s i ô n  -. po r  no fo r m a r  a lg u n o s  a d s o r b e n t e s  p u r o s ,  en 

l a s  c o n d i c i o n e s  e s t u d i a d a s ,  comprimidos c o m p a c to s .  Los corn 

p r i m i d o s  se  p r e p a r a n  m e d ia n t e  c o m p re s iô n  d e l  p o lv o  d e l  

a d s o r b e n t e  -  o de l a  m ez c la  p r e p a r a d a  -  en una  p r e n s a  de 

l a b o r a t o r i o ,  e f e c t u a n d o  p o s t e r i o r m e n t e  un t a l a d r o  en e l  

c e n t r o  d e l  comprimido p a r a  f a c i l i t a r  l a  s a t u r a c i ô n  d e l  ad ­

s o r b e n t e  con l o s  v a p o r e s  d e l  d i s o l v e n t e . .

Se e f e c t u a n  e x p e r i e n c i a s  c o m p a r a t i v a s  con c a p a s  a n a  

l l t i c a s  y p r e p a r a t i v a s  y con l a  capa  de com pr im ido s ,  t o d a s  

s a t u r a d a s  a n t e s  de r e v e l a r  (d e b id o  a l  e s p e s o r  de l a  c a p a  

de l a  columna es n e c e s a r i a  l a  p r e s a t u r a c i ô n ) , o b t e n i é n d o s e  

con l i g e r a s  d i f e r e n c i a s  e l  mismo Rf ( J a n c h e n ,  1 9 6 8 ) ;  en l a s  

c a p a s  a n a l l t i c a s ,  e s t u d i a d a s  s i n  s a t u r a c i ô n  de l a s  mismas 

a n t e s  de r e v e l a r ,  l o s  v a l o r e s  d e l  Rf  son  s u p e r i o r e s  ( G e i s s ,  

1968a).



P a r a  e s t u d i a r  e l  comport  a m ien to  de l a  t e c n i c a  an 

t e r i o r m e n t e  e x p l i c a d a ,  se  e f e c t u a  l a  p u r i f i c a c i o n  d e l  

c o l o r a n t e  a m a r i l l o  d i m e t i l o ,  a l  que s e  l e  han  a n a d id o  

como im p u r e z a s  d i v e r s a s  c a n t i d a d e s  de o t r o s  c o l o r a n t e s ,  

e s t u d i â n d o s e  l a s  m a j o r e s  c o n d i c i o n e s  de a p l i c a c i ô n ,  r e ­

v e l a d o ,  e l u c i ô n ,  e t c . ,  o b t e n i é n d o s e  r e s u l t a d o s  s i m i l a ­

r e s  a  l o s  de una p u r i f i c a c i ô n  e f e c t u a d a  en l a s  mismas 

c o n d i c i o n e s  con c a p a s  p r e p a r a t i v a s ,  l a s  c u a l e s  no r e u n e n  

l a s  v e n t a j a s  de una  a p l i c a c i ô n  s e n c i l l a  y de una f â c i l  

s e p a r a c i ô n  de l o s  p r o d u c t o s  r e v e l a d o s .

2 .  PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

2 . 1 .  P r e p a r a c i ô n  de l o s  comprimidos

P a r a  l a  p r e p a r a c i ô n  de l o s  com prim idos  (de  

25 mm de d i â m e t r o  y d i v e r s a s  a l t . u r a s )  se  u t i l i z a  

una  p r e n s a  de l a b o r a t o r i o  ( A p p l i e d  R e s e a r c h  L a b o ra ­

t o r i e s  G l e n d a l e .  C a l i f o r n i a  U . S . A , ) .  Los a d s o r b e n t e s  

empleados  (de uso  no rm a l  en c r o m a t o g r a f i a )  y s u s  

a g l u t i n a n t e s  han  s i d o :  g e l  de s i l i c e :  Gamag,

DSP-0 ( T .L .C . ) ;  Gamag, pSP-5 ( T . L . G . ) ;  M ic r o n iz a d a  

( s i l i c e  p o u r  g e l s  41) I n t e r t e c h n i q u e ,  r é f .  220630;

M. Woelm, P ( T . L . G . ) ;  P a n r e a c ,  r é f .  2 3 7 1 1 I ;  Merck,

G' 08 mm, r é f .  7729;  Merck, 0 '0 5  mm, r é f .  7734;  Merck, 

0*2 mm, r é f .  7733* Alumina:  Gamag, DSP-0 ( T . L . G . ) ;  

Gamag, DSP-5 ( T . L . G . ) .  G e l u l o s a :  M acherey ,  Nagel  G o. ,



r e f .  MN 300 UV ( T . L . G . ) ;  Whatman, en p o lv o  ( S t a n d a r d  

G r a d e ) ; A v i c e l ,  pH-101 ; Whatman, en p o lv o ,  r e f .  c c - 3 1 . 

Almidon:  A n a l a r ,  s o l u b l e ,  r e f .  S-8214.. T a lc o :  Rh’dne 

P o u l e n c ,  r e f .  DAB-7. Garb&n a c t i v e :  Merck,  r e f ,  2186 ,  

S u l f a t o  c â l c i c o  h i d r a t a d o :  Merck, r e f ,  216 1 ,  G arbona-  

t o  c â l c i c o  p r e c i p i t a d o :  Merck, r e f .  2 0 6 7 .  G a r b o x i m e t i l -  

c e l u l o s a :  M acherey ,  Nagel  G o . , . r e f .  Mn 300 GM ( T . L . G , ) ,  

K i e s e l g u h r :  J o h n s - M a n v i l l e ,  G e l i t e ,  S t a n d a r d  S u p e r - c e l .  

G r a f i t o  p a r a  e s p e c t r o g r a f i a :  U l t r a  Garbon P r o d u c t s  Go. ,  

r e f .  UGP-1. Oxido de m ag n e s io :  G a r lo  E r b a ,  r e f .  459614 

( c r o m a t . ) .  S i l i c a t e  m a g n e s ic o :  M. Woelm ( T . L . G . ) .  Car­

b o n a t e  s o d i c o  a n h i d r o :  Merck, r e f .  6392,  S i l i c a t e  de 

a l u m i n i o :  J . D .  R i e d e l - E ,  de Haen A .G. r e f ,  4185.  H i d r o -  

x id o  c â l c i c o :  P r o b u s .  E s t e a r a t o  de m ag n e s io :  B a r c i a ,

r e f .  1.059.

Los a d s o r b e n t e s  u t i l i z a d o s ,  l a  f u e r z a  mâs a d e -  

c u a d a ,  e l  t i e m p o  empleado en l a  a b s o r c i o n  de una  g o t a  

de agua  de 23  mg de peso  medio y l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i  

d o s ,  s e  r e f l e j a n  en l a  T a b la  V I I . I .  P o s t e r i o r m e n t e  se  

e f e c t u a  un t a l a d r o  de 10 mm de d i â m e t r o  en e l  c e n t r o  

d e l  comprimido oOn una b r o c a ,  s u j e t a n d o  l o s  comprimi­

dos con un u t i l  adecuado  p a r a  t a l a d r a r  v a r i o s  a l  mismo 

t i e m p o .



2 . 2 .  S o p o r t e  de l a  c ap a

La c a p a  t u b u l a r  fo rm ada  p o r  l o s  comprimidos s e  

m onta  en e l  s o p o r t e  de t e f l o n  de l a  P i g .  2 3 ,  E l  s o -  

p o r t e  c o n s t a  de dos p l a ç a s  c i r c u l a r e s  p a r a i e l a s  u n i -  

d a s  por  t r è s  v a r i l l a s  s i t u a d a s  a  120 una de o t r a .

Las d im e n s io n e s  so n  l a s  a d e c u a d a s  p a r a  su  i n t r o d u c c i ô n  

en una câmara  c i l i n d r i c a  de 22 x 5 ' 5  cm, aunque es mâs 

i n d i c a d o  m o n t a r i a  en un s o p o r t e  mâs a m p l i o .  S i  se  u t i  

l i z a n  l o s  com pr im idos  de c e l u l o s a ,  o de m ezc las  con  

c e l u l o s a ,  con d i s o l v e n t e s  muy p o l a r e s  pueden  h i n c h a r -  

s e  l i g e r a m e n t e  p o r  l o  que ,  en e s t e  c a s o ,  deben c o l o c a r  

s e  t r è s  m u e l l e s  en l a  p a r t e  s u p e r i o r  d e l  s o p o r t e .

2 . 3 .  A p l i c a c i ô n  d e l  p r o d u c t o

P a r a  e s t u d i a r  l a  m e jo r  fo rm a de a p l i c a r  l a  s o l u  

c i ô n  con l o s  p r o d u c t o s  a  s e p a r a r ,  se  p r é p a r a  una  s ô l u -  

c i ô n  de ro d am in a  B en e t a n o l  con una c o n c e n t r a c i ô n  de. 

12 mg/ml, u t i l i z a n d o  p a r a  l a  a p l i c a c i ô n  com pr im idos  de ; 

g e l  de s i l i c e  (Gamag DSP-0) -  c e l u l o s a  (MN) ( 3 0 : 7 0 ) ,  

g e l  de s i l i c e  (Gamag DSP-0) -  ôx ido  de m agnes io  -  c e l u  

l o s a  (MN) ( 3 0 : 3 0 : 4 0 )  y  c e l i t e  -  c e l u l o s a  (MN) ( 7 0 : 3 0 )  

de 3 mm de e s p e s o r .  La a p l i c a c i ô n  de l a  m u e s t r a  debe 

e f e c t u a r s e  de fo rm a  a d e c u a d a  p a r a  que e l  comprimido se  

r e c u b r a  u n i fo rm é m e n te  po r  t o d a  su s u p e r f i c i e  d e l  p roduo 

t o  a p l i c a d o ,  p r o c u r a n d o  que l a  mayor p a r t e  quede en e l  

i n t e r i o r ,  ya  q u e ,  a l  s e c a r  d e s p u é s  de c a d a  a p l i c a c i ô n



t i e n d e  a  s a l i r  a  l a  s u p e r f i c i e *

Se e f e c t u a n  d i v e r s a s  e x p e r i e n c i a s  v a r i a n d o  l a  

t e m p e r a t u r a  en l a  zona  de a p l i c a c i ô n ,  l a  v e l o c i d a d  

y form a de a p l i c a c i ô n  y l a  fo rm a de s u j e t a r  e l  com­

p r im id o .  E l s i s t e m a  u t i l i z a d o  f i n a l m e n t e  es e l  de l a  

P ig*  2 4 . E l com prim ido , a c t iv a d o  a  115^0 d u r a n te  una  

h o r a ,  se  s u j e t a  con  l a s  p in z a s  y su  s o p o r t e  de l a  f o r  

ma i n d i c a d a  en l a  f i g u r a ,  a p l i c â n d o s e  l a  s o l u c i ô n  go­

t a  a  g o ta  con una p i p e t a  p o r  l a  p a r t e  s u p e r i o r  h a s t a  

l a  c a n t id a d  a d e c u a d a  p a r a  que no ten^ga l i q u i d o  en e x -  

c e s o ,  n i  s a ï g a  p o r  l a  p a r t e  i n f e r i o r  , c a l e n ta n d o  l e n  

ta m e n te  (40^0 a p r o x . )  con  l a  p l a ç a  c a l e f a c t o r a  ( s i -  

t u a d a  en l a  p a r t e  i n f e r i o r )  p a r a  f a v o r e c e r  l a  e v a p o -  

r a c i ô n ;  se  r e p i t e  e l  p ro c e s o  h a s t a  l a  a p l i c a c i ô n  t o ­

t a l  de l a  s o l u c i ô n  (4  ml en e s t e  c a s o ) .

P a ra  e v i t a r  l a  fo rm a c iô n  de c o s t r a  en l a s  p a -  

r e d e s  l a t é r a l e s  d e l  com prim ido , puede a p l i c a r s e  un  

poco de g r a s a  de s i l i c o n a  en e s a  zona  ( c o lo c â n d o le  en 

t r e  dos com prim idos)  l o  que r e d u c e ,  a l  mismo t ie m p o ,  

l a  d i f u s i ô n  d e l  p ro d u c to  d u r a n te  l a  p r e s a t u r a c i ô n .

La a p l i c a c i ô n  puede e f e c t u a r s e  ta m b ie n  en v a r i o s  corn 

p r im id o s  de 1 mm de a l t u r a .



C o m p r im id o

C a le f o c c io n

Y

FIG. 2 4  - APLICACION DE LA SOLUCION S O B R E  EL 

COMPRIMIDO.
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2 . 4 .  R e ve la d o

En e l  s o p o r t e  de l a  P i g . 23 , se  m onta  l a  c a p a  

fo rm ada  p e r  com prim idos a c t i v a d o s ,  de 1 cm de a l t u  

r a  en l a  p a r t e  i n f e r i o r ,  s o b re  e s t o s ,  e l  co m p rim i-  

do con e l  p ro d u c to  a p l i c a d o ,  y en l a  p a r t e  s u p e r i o r ,  

com prim idos i g u a l e s  a  e s t e  (3 mm de e s p e s o r )  h a s t a  

un t o t a l  de 18 a  20 cm.

Se a p r i e t a n  l i g e r a m e n te  l a s  t u e r c a s  de l a  p a r t e  

s u p e r i o r  p a r a  f a v o r e c e r  l a  u n i6 n  e n t r e  l o s  com prim i 

d o s ,  s e  i n t r o d u c e  e l  c o n ju n to  en l a  cam ara  ( f o r r a d a  

de p a p e l  s a t u r a d o r  Whatman-3 y c o n te n ie n d o  una  p e q u e -  

h a  c a n t id a d  d e l  d i s o l v e n t e  r e v e l a d b r )  y se  m a n t ie n e  

d u r a n te  v a r i a s  h o r a s  s a t u r a n d ose  de l o s  v a p o r e s  d e l  

d i s o l v e n t e ;  p o r  d i v e r s a s  e x p e r i e n c i a s  s e  ha  o b s e r v a -  

d o , que s i  e l  t iem p o  de s a t u r a c i 6 n  e s  i n f e r i o r  a l  ' 

adecuado  en c a d a  c a so  p a r t i c u l a r ,  l o s  p ro d u o to s  s e  

r e v e l a n  a  mayor a l t u r a  p o r  l a  p a r t e  i n t e r i o r  de l a  

capa  ( D a l l a s ,  1968a) y s i  e s  s u p e r i o r ,  se  d i f u n d e n  

f u e r a  d e l  com prim ido de a p l i c a c i 6 n ;  pasado  ese  t iem p o  

s e  ah ad e  mas d i s o l v e n t e  y s e  r e v e l a  h a s t a  l a  a l t u r a  

d e s e a d a .  P a ra  e v i t a r  l a  d i f u s i o n  d e l  p ro d u c to  a p l i c a  

do d u r a n t e l a  p r e s a t u r a c i 6 n ,  puede p r e s a t u r a r s e  l a  

c a p a  s i n  e l  com prim ido de a p l i c a c i 6 n ,  o o lo c a n d o le  p o s  - 

t e r i o r m e n t e  en su  s i t i o .  Debe a p l i c a r s e  en e l  e x te ­

r i o r  de l a  c a p a ,  y a  l a  a l t u r a  a d e c u a d a ,  una g o ta  de 

s o l u c i é n  de un c o l o r a n t e  poco p o l a r  t a l  como e l  am a- 

r i l l o  d i m e t i l o ,  p a r a  o b s e r v a r  f â c i lm e n te  e l  f i n a l  d e l



r e v e l a d o ;  e l  comienzo de su r e v e l a d o  i n d i c a  l a  l i e  

gada  d e l  d i s o l v e n t e .

P a ra  e s t u d i a r  c u a l  es e l  d i s o l v e n t e  r e v e l a -  

d o r  mas ad ec u ad o , o con  que m ez c la  de a d s o r b e n t es  

s e  o b t i e n e n  m e jo re s  s e p a r a c i o n e s ,  s e  p r e p a r a n  c a p a s  

a n a l i t i c a s  con l a  misma m ezc la  de a d s o r b e n te s  que 

l o s  com prim idos , o b i e n ,  s i  es p o s i b l e ,  s e  u t i l i z a  

uno de l o s  com prim idos s i n  t a l a d r o  como m ic ro c a p a ,  

r e v e l a n d o  en c r o m a to g r a f i a  c i r c u l a r  o a s c e n d e n te  

una  pequena  c a n t i d a d  d e l  p ro d u c to  e s t u d i a d o .

2 . 5 ,  Secado

Se s a c a  e l  s o p o r t e  de l a  c âm ara ,  se  desm o n ta , 

s e  i n t r o d u c e  una  v a r i l l a  de v i d r i o  p o r  e l  t a l a d r o  

c e n t r a l  de l a  capa  t u b u l a r  y se  c o lo c a  h o r iz o n ta lm e n  

t e  con  l o s  com prim idos s e p a r a d o s  un o s  de o t r o s  en una  

v i t r i n a  de g a s e s .  La s e p a r a c i ô n  de l o s  com prim idos du 

r a n t e  e l  secad o  é v i t a  que l o s  p r o d u c to s  s e p a ra d o s  emi 

g re n  s o la m e n te  a  l a  p a re d  l a t e r a l  de l o s  co m prim idos , 

o b te n ie n d o s e  un secad o  mas r â p id o  y homogéneo,

2 . 6 ,  V i s u a l i z a c i 6 n

D espués de h a b e r  secado  l o s  com prim idos -  y 

num erados con  un l â p i z  -  se  p ro c é d é  a  su  v i a s u a l i z a -  

c iô n  de l a  misma form a que en c r o m a to g r a f i a  en c ap a



p r e p a r a t i v a  n o rm a l ;  p a r a  l a  a p l i c a c i 6 n  de l i q u i d e s  pue­

de s e r  i n t e r e s a n t e  l a  u t i l i z a c i 6 n  de un  p i n e e l ,  p i n t a n -  

do un t r a z o  f i n o  a  l o  l a r g o  de l a  cap a  ( Z e c h m e is t e r ,  

1 9 3 6 ) .

2 . 7 .  E luc i& n  ■

La e l u c l 6 n  se  e f e c t u a  de l a  fo rm a  i n d i c a d a  en l a  

P i g .  2 5 , e luy en d o  l o s  com prim idos s e l e c c i o n a d o s  con  e l  

d i s o l v e n t e  ad ec u ad o , que d e s c ie n d e  p o r  una  t i r a  de p a p e l  

( Whatman-17) p r o v i s t a  de un  t a l a d r o  de 10 mm de d ia m e t ro  

en l a  p a r t e  i n f e r i o r .

E l d i s c o  de t e f l 6 n  s i t u a d o  encim a de l o s  com prim i 

d o s ,  y de d im e n s io n e s  i g u a l e s  a  e l l o s ,  t i e n e  un c o r t e  l a  

t e r a l ,  que p é n é t r a  h a s t a  e l  t a l a d r o  c e n t r a l ,  p a r a  f a c i l i  

t a r  l a  s a l i d a  de l a  so lu c i& n  p o r  e l  o r i f i c i o  c e n t r a l  d e l  

v i d r i o  de r e l o j .  La câm ara  e s t a  p r o v i s t a  de d i s o l v e n t e  y 

p a p e l  s a tu r a d o r , .

2 . 8 .  C ro m a to g ra f ia  d e s c e n d e n te  y la v a d o  de l a s  c a p a s

Se e s t u d i a  l a  a d a p ta c i& n  a  l a  c r o m a to g r a f i a  en c a ­

p a  p r e p a r a t i v a  fo rm ada  p o r  com prim idos , de l a  c ro m a to g ra ­

f i a  p o r  r e v e l a d o  d e s c e n d e n te ,  p u d ien d o  e f e c t u a r s e  de l a  

fo rm a  i n d i c a d a  en l a  P ig .  26 u t i l i z a n d o  e l  mismo s o p o r t e  

y. a c c e s o r i o s  a n t e r i o r e s .  La t i r a  de p a p e l  u t i l i z a d a  p a r a  

e l  d e sc e n so  d e l  d i s o l v e n t e  es e l  t i p o  V/-3 o W-17 se g d n
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FIG. 2 5 . - ELUCION DE LOS COMPRIMIDOS.
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l a  v e l o c i d a d  n e c e s a r i a  d e l  paso d e l  d i s o l v e n t e ;  d i s p o n  

d r a  i g u a l  que e l  d i s c o  de t e f l 6 n  (y  como en e l  a p a r t a -  

do a n t e r i o r )  de un  t a l a d r o  de 10 ram en l a  p a r t e  i n f e ­

r i o r ,  A n tes  de p r o c é d e r  a  l a  s e p a r a c i 6 n  c r o m a to g r â f i c a  

debe p r e s a t u r a r s e  l a  cap a  e l  t iem po  n e c e s a r i o  con  l o s  

v a p o r es  d e l  d i s o l v e n t e  s i t u a d o s  en l a  p a r t e  i n f e r i o r #

S i  d e b a jo  d e l  v i d r i o  de r e l o j  s e  c o lo c a  un embudo con  

una  c o n d u c c iô n  a d e c u a d a ,  puede d e t e c t a r s e  e l  l i q u i d e  

e l u i d o  y s e r  r e c o g id o  en un c o l e c t o r  de f r a c c i o n e s .  Es­

t e  p ro c e d i r a ie n to  puede  u t i l i z a r s e  p a r a  e l  la v a d o  de l a s  

c a p a s ,

2 .9 #  C ro m a to g ra f ia  a s c e n d e n te  en f l u j o  c o n t i n u e

O tra  t ê c n i c a  a d a p ta d a  ejs l a  c r o m a t o g r a f i a  a s c e n d e n  

t e  en f l u j o  c o n t i n u e ,  que s e  e f e c t u a  seg d n  s e  i n d i c a  en 

l a  Eig# 27f p u d ien d o  u t i l i z a r s e  t a r a b i ln  p a r a  r e u n i r  l e s  

p r o d u c to s  mal s e p a r a d o s  p o r  una  c r o m a to g r a f i a  no s a t i s -  

f a c t o r i a ,  p a r a  l o  c u a l ,  se  i n v i e r t e  l a  colum na en s u  so ­

p o r t e  p a r a  que l o s  p r o d u c to s  mâs p o l a r e s  queden  mas c e r -  

c a  d e l  f r e n t e .  D u ra n te  l a  p r e s a t u r a c i 6 n  de l a  c a p a  puede 

t a p a r s e  e l  o r i f i c i o  de l a  p a i ' t e  s u p e r i o r  d e l  s o p o r t e ,  

que p e rm a n ec e râ  c e r r a d o  d u r a n te  e l  r e v e l a d o  s i  e l  d i s o l ­

v e n te  u t i l i z a d o  f u e r a  rauy v o l a t i l .

2 .1 0 .  A p l i c a c i6 n  de l a  t ê c n i c a  de Musgr-ave

Es i n t e r e s a n t e  a p l i c a r  l a  t ê c n i c a  de Musgrave (1969)
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a  l a  c r o m a to g r a f i a  en c ap a  p r e p a r a t i v a .  Se e f e c t u a  su  

e s t u d i o  a n a l t t i c o  en com prim idos a i s l a d o s  u t i l i z a d o s  

como m ic r o c a p a s .  P a r a  e l l o  s e  a p l i c a n  en e l  com prim i­

do adecuado  (y  a  4 mm d e l  b o rd e )  2 pil de una  s o l u c i ê n  

en a c e to n a  de a m a r i l l o  d i m e t i l o  (10 m g /m l) ,  ro d am in a  B 

(1 m g/m l) y a z u l  de b ro m o tim o l (3 m g /m l) .  Se r é v é l a  en 

a c e to n a  i n t r o d u c i e n d o  l a  p a r t e  i n f e r i o r  d e l  comprimido 

en e l  d i s o l v e n t e ,

Los com prim idos e s t u d ia d o s  c o r re s p o n d e n  a  l a s  mez 

c l a s  de a d s o r b e n t e s  s i g u i e n t e s :  c e l i t e - c e l u l o s a  (MN) 

( 7 0 : 3 0 ) ;  c a r b o n a te  s ê d i c o ;  h i d r ê x i d o  c â l c i c o ;  t a l c o -  

c e l u l o s a  (MN) ( 8 5 : 1 5 ) ;  a lm i d6n -c  e l u l o  s a  (MN) ( 8 5 : 1 5 ) ;  

c a r b o n a t e  c â l c i c o - c e l u l o s a  (MN) ( 8 5 : 1 5 ) ;  c e l u l o s a  (MN); 

s i l i c e  (Camag D S P -0 )-6 x id o  de r a a g n e s io - c e lu lo s a  (MN) 

( 3 0 : 3 0 :4 0 ) ;  s i l i c e  ( P a n i e a c ) - c e l u i o s a  (MIT) (6 0 :4 0 )  y  

s u l f a t e  c â l c i c o - c e l u l o s a  (MN) ( 8 5 : 1 5 ) ,  Los com prim idos 

fo rm ados  p o r  a l m i d ô n - c e l u l o s a  (8 5 :1 5 )  y ,  p o s t e r i o r m e n t e ,  

c e l i t e - c e l u l o s a  (7 0 :3 0 )  so n  l o  que a d s o r b e n  l e s  c o lo ­

r a n t e s  a p l i c a d o s  en m ener g r a d e ,

2 ,1 1 ,  P r im e r a  p u r i f i c a c i â n  e x p e r im e n ta l

P a r a  com probar e x p e r im e n ta im e n te  e l  p r o c e d im ie n to  

e s t u d i a d o ,  se  p r é p a r a  una  s o l u c i â n  d e l  c o l o r a n t e  a m a r i ­

l l o  d i m e t i l o  en e t a n o l  (10  m g /m l) , . .a  l a  que s e  an ad en  

como im p u re z a s  a z u l  de b rom otim ol (1 m g/m l) y  ro d am in a  B 

(3 m g /m l) .



Se p repa i 'a i i  l o s  com prim idos n e c e s a r i o s  de l a  mez 

c i a :  g e l  de s i l i c e  (Camag D S P -0 )-^ ce lu lo sa  (MN) (3 0 :7 0 )  

de 3 mm de e s p e s o r ,  y s o b re  uno de e l l o s  s e  a p l i c a n  

4 ml de s o l u c i ê n  de l a  fo rm a i n d i c a d a  en  e l  a p a r t a d o  

2 , 3 ;  d u rac i& n  de l a  a p l i c a c i ê n :  65 m in u t e s .  D espués de 

a c t i v a r  l o s  r e s t a n t e s  com prim idos a  110°G d u r a n t e  6 h£  

r a s ,  s e  fo rm a con  to d o s  e l l o s  l a  c ap a  t u b u l a r ,  s e  i n -  

t r o d u c e n  en su  s o p o r t e  y  se  p r e s a t u r a n  con  v a p o r es  de 

a c e to n a  en l a  câm ara  de r e v e l a d o  d u r a n t e  5 h o r a s ;  p o s ­

t e r i o r m e n t e  s e  r é v é l a  d u r a n te  5 h o r a s  con a c e to n a  (en  

r e v e l a d o s  a n a l i t i c o s  p r e v i o s  s e  h a  o b se rv a d o  l a  conve­

n t  e n c i a  de u t i l i z a r  e s t e  d i s o l v e n t e  como r e v e l a d o r ) ,

D espués de s e c a r  l o s  com p rim idos , se  s e p a r a n  l o s  

c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  zona  d e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  43 mm; 

R f = 0 '5 1 )  y  se, e lu y e n  con  50 ml de m e ta n o l ;  l a  s o l u -  

c i6 n  s é  é v a p o ra  a  v a c i o ,  s e  d i s u e l v e  nuevam ente  e l  p ro  

d u c to  en benceno  p a r a  f a c i l i t a r  l a  s e p a r a c i é n  de l a  po­

s i b l e  g e l  de s i l i c e  a r r a s t r a d a  ( B o b b i t t ,  1 9 6 3 a ) ,  se  de­

c a n t a  y  se  s e c a  n u e v am en te ,  o b t e n i  enclose un r e n d im ie n tp  

s u p e r i o r  a l  100 ^  d e b id o ,  s e g u ra m e n te ,  a  no h a b e r  e f e c -  

tu a d o  p re v ia m e n te  e l  l a v a d o  de l a  c a p a .

En c a p a s  a n a l i t i c a s  de g e l  de s i l i c e  (M erck, r é f . :  

5715) s e  r e v e l a p  con  m e ta n o l ,  a c e to n a  y b e n ce n o , a p l i c a  

c lo n e s  de 1 p.g de ro d am in a  B,. 1 p g  de a z u l  de b rom otim o l 

y  100 p g  d e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  p u r i f i c a d o ;  l a  p u r e z a  q u i -  

m ic a  d e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o ,  r e s p e c t o  a  l a s  im p u re z a s  i n -



G o rp o ra d a s ,  es  s u p e r i o r  a l  99 /^.

Se e f e c t u a n  d i v e r s a s  c r o m a to g r a f i a s  ( P i g .  28) 

p a r a  com p arar  l a  c a p a  fo rm ada  p o r  com prim idos ( D ) , 

con c a p a s  p r e f a b r i c a d a s  a n a l i t i c a s  (A y  B) y  p r é p a r a  

t i v a s  (G) de g e l  de s i l i c e  (M erck, r e f .  5715 y 5717 

r e s p e c t i v a m e n t e ) ; l a  c a p a  A se  h a  r e v e l a d o  s i n  p r e s a  

t u r a c i ê n .  La c a n t i d a d  de p ro d u c to  a p l i c a d o  a  l a  c a p a  

G, e s  p r o p o r c i o n a l  a  l a  c a n t id a d  de s i l i c e  p r e s e n t s  

r e s p e c t o  a  l a  c a p a  t u b u l a r ;  l a  a l t u r a  de l a  zona ocu 

pada  en e s t a  c a p a  p o r  e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  e s  i g u a l  

a  30  mm.

2 . 1 2 .  Segunda  p u r i f i c a c i & n  e x p e r im e n ta l

Se r e a l i z a  o t r a  e x p e r i e n c i a  de p u r i f i c a c i ô n  en 

un a  c a p a  t u b u l a r  fo rm ada  p o r  com prim idos p re p a ra d o s  

con  l a  m e z c la :  g e l  de s i l i c e  (Camag D S P -0 )-ôx ido  de 

m a g n e s i o - c e lu l o s a  (MN) ( 3 0 : 3 0 :4 0 ) .  Se t r a t a  de s e p a -  

r a r  de una  s o l u c i ê n  de a m a r i l l o  d i m e t i l o ,  ro d am in a  B 

y a z u l  de b ro m o tim o l,  en a c e to n a ,  de c o n c e n t r a c i o n e s  

10 , 1 y 3 mg/ml r e s p e c t iv a m e n t e ,  e l  a u a r i l l o  d i m e t i l o  

de l o s  o t r o s  dos c o l o r a n t e s  c o n s id e r a d o s  como im p u re ­

z a s  .

Se l a v a  l a  c ap a  p re v ia m e n te  seg un  s e  i n d i c a  en 

l a  P i g .  26 con 200 ml de m e ta n o l ,  se  a c t i v a  a  110°G 

d u r a n te  v a r i a s  h o r a s  y  s e  a p l i c a n ,  en uno de l o s  corn- 

p r im id o s  de 3 . mm de e s p e s o r  s i n  c ap a  l a t e r a l  de g r a s a
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de s i l i c o n a ,  4 ml de l a  s o l u c i ê n  p r e p a r a d a ;  d u r a c i ê n  

de l a  a p l i c a c i ô n ,  21 m in u to s .

Se mont an  l o s  com prim idos en su  s o p o r t e  -  a p l i  

cando en l a  p a r t e  s u p e r i o r  de l a  c a p a  u n a  pequena c an  

t i d a d  de a m a r i l l o  d i m e t i l o  como c o n t r o l  d e l  f r e n t e  

d e l  - d i s o lv e n te  -  y  s e  s a t u r a  en l a  câm ara  de r e v e l a d o  

d u r a n te  4 h o r a s  con v a p o r e s  de a c e t o n a .  La c a p a  se  i\e 

v e l a  d u r a n t e  9 h o r a s  en a c e to n a  (15 cm d esd e  e l  p u n to  

de a p l i c a c i ê n ) ,  s e  s e c a  s e p a ra n d o  l o s  com prim idos y 

s e  e lu y e  l a  zona  que c o n t i e n s  e l  a m a r i l l o  d i m e t i l o  

(35 mm; R f = 0*41) con  50 ml de m e ta n o l  segu n  se  i n d i  

c a  en l a  P i g .  2 5 .  La s o l u c i ê n  se  é v a p o ra  -a v a c io  y s e

o b t i e n e n  34 mg de a m a r i l l o  d i m e t i l o .  R en d im ien to  de l a

p u r i f i c a c i ê n  85 E l c o n t r o l  de p u r e z a  q u im ic a  d e l  

a m a r i l l o  d i m e t i l o  r e s p e c t o  a  l a s  im p u re z a s  i n c o r p o r a -  

d as  s e  r e a l i z a  de l a  fo rm a i n d i c a d a  en e l  a p a r t a d o  

2 .1 1 ;  s ie n d o  s u p e r i o r  a l  99 9̂ .

3 .  DISGUSION

La p r e p a r a c i ê n  de l o s  com prim idos e s  l a  p a r t e  mâs 

i m p o r t a n t e  de l a  t é c n i c à  e s t i i d i a d a .  La m a y o r ia  de l o s  a d ­

s o r b e n t e s  u t i l i z a d o s  en c r o m a to g r a f i a ,  no so n  f â c i l m e n t e  

c o m p r e s ib le s  en form a de com prim idos com pactos  que r e s i s -

t a n  pequehos g o lp e s  y l a  m a n ip u la c iâ n ,  d e b id o ,  p rob ab lem en

t e ,  a l  pequeho tam aho de s u s  p a r t i c u l a s .  Oomo l a  f u e r z a  de 

c o m p re s iâ n  no debe de s e r  muy g ran d e  ( p a r a  f a c i l i t a r  e l



f l u j o  p o s t e r i o r  d e l  d i s o l v e n t e  d u r a n te  e l  r e v e l a d o )  s e  l i  

m i t a n  l a s  p o s i b i l i d a d e s  de p r e p a r a c i ê n  de com prim idos acep -  

t a b l e s .

La c e l u l o s a  e s  muy a d ec u ad a  p a r a  l a  p rep a i*ac i6 n  de 

com prim idos d eb id o  a  su  n a t u r a l e z a  f i b r o s a ,  u t i l i z a n d o s e  

ta m b ie n  m ezc lad a  con o t r o s  a d s o r b e n t e s  p a r a  f a c i l i t a r  su  

c o h e s i ê n .  Se ha  u t i l i z a d o  ta m b ie n  e l  t a l c o  p a r a  f a c i l i t a r  

l a  p r e p a r a c i 6 n  de l o s  co m prim id os ;  a p a r t e  de s e r  a d s o rb e n  

t e ,  a c t u a  como l u b r i c a n t e .  Un p ro d u c to  rauy u t i l i z a d o  como 

l u b r i c a n t e  en l a  p re p a ra c i& n  de com prim idos e s  e l  e s t e a -  

r a t o  de m ag n es io ;  en e s t e  c a so  no se  h a  u t i l i z a d o  p o r  s e r  

s o l u b l e  en d i v e r s e s  d i s o l v e n t e s .  Los d i â m e t r o s  d e l  com pri­

mido y d e l  t a l a d r o  e f e c t u a d o ,  s e  han  c a l c u l a d o  de form a 

que l a  s u p e r f i c i e  u t i l  f i n a l  de l a  s e c c i ô n  de l a  c ap a  f o r  

m ada, s e a  é q u i v a l e n t e  a  l a  de una cap a  c o m e r c i a l  de 

20  X 20 X 0 ,2  cm.

Los com prim idos o b te n id o s  en c o n d ic io n e s  de u t i l i z a  

c i 6 n  c u b re n  una  a ra p l ia  gama de a d s o r b e n t e s  de d i f e r e n t e  

c a p a c id a d ,  p e rm i t ie n d o  e l e g i r  l a  fo rm u la  mâs a d ec u ad a  den 

t r o  de c a d a  p ro b lem a  p a r t i c u l a r .  En l a  T a b la  V I I . I  s e  i n -  

d i c a n  l a s  m ez c la s  e s t u d i a d a s  con  in fo rm a c i6 n  de l a s  mâs ad£  

c u a d a s  p a r a  o b t e n e r  com prim idos s a t i s f a c t o r i o s .

La a p l i c a c i â n  d e l  p ro d u c to  se  ha  e s t u d ia d o  p a ra  e l  

c a so  en que s e a  n e c e s a r i o  a p l i c a r  p r o d u c to s  poco c o n c e n t r a  

d o s ;  en e l  c aso  i d e a l ,  b a s t a r â  i n t r o d u c i r  e l  comprimido de



a p l i c a c i ê n  en l a  s o l u c i 6 n  p a r a  r e t e n e r l a  de una  s o l a  v e z ,  

f a c i l i t â n d o s e  e n to n c e s  e x t r a o rd in a l* la m e n te  l a  a p l i c a c i ê n  

en b a n d a s  e s t r e c h a s #

E l  r e v e l a d o  no p r é s e n t a  p ro b lem as  e s p e c i a l e s ,  e x -  

c e p to  en l a  n e c e s i d a d  de p r e s a t u r a r  l a  c a p a  p a r a  f a c i l i t a r  

e l  r e v e l a d o  homogéneo y a  l a  misma a l t u r a  de l o s  d i v e r s o s  

p r o d u c t o s ;  e l  t a l a d r o  i n f e r i o r  f a c i l i t a  e s t a  p r e s a t u r a c i 6 n .  

La f a l t a  de c o n t i n u i d a d  e n t r e  l o s  com prim idos no h a  d i f i -  

c u l t a d o  e l  r e v e l a d o ,  d e b ie n d o  p a r a  e l l o  p r e p a r a r  com prim i­

d o s  de s u p e r f i c i e s ,  s u p e r i o r  e i n f e r i o r ,  p l a n a s  y p a r a i e -  

l a s .

La e l u c i é n  d e l  p ro d u c to  se  h a  r e a l i z a d o  con g ra n  f a -  

c i l i d a d  y r e n d i r a i e n to ,  s i n  l a  p é r d id a  de a d s o r b e n te  que 

o c a s io n a  e l  r a s p a d o  c o n v e n c io n a l ,  n i  l a  p o s i b l e  c o n ta m in a -  

c i6 n  de l a  zona  de t r a b a j o  s i  e l  p ro d u c to  e s  t é x i c o .



RESUMEN Y OONQLUSIONES

( ■

Se han  d e s a r r o l l a d o  n uevos m etodos de oromato^gpra 

f i a  en cap a  f i n a  que suponen  d i v e r s a s  m e jo ra s  en c u a n to  

a l  numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s ,  r e v e l a d o  (o d e s a r r o l l o )  

de p r o d u c to s  v o l a t i l e s ,  a p l i c a c i ô n ,  s e p a r a c i ô n  y  d e te c  

c iô n  de p r o d u c to s  r a d i a c t i v o s ,  a s f  como en l a  a p l ic a c i& n  ' 

y  s e p a r a c i ô n  a  e s c a l a  p r e p a r a t i v a .

D en tro  d e l  âm b ito  de m e jo r a r  l a  r e s o l u c i ô n  de l a  

s e p a r a c i ô n ,  se  h a  e s t u d i a d o  un metodo que p e rm i te  e f e c -  

t u a r  t r è s  r e v e l a d o s  s u c e s i v o s ,  s o b r e  d i r e c c i o n e s  d i s t i n  

t a s  en l a  misma p l a ç a ,  em pleando d i f e r e n t e s  d i s o l v e n t e s  

( c . f .  Gap. I I ) .  P a ra  e l l o  s e  d i s t i n g u e r  s o b re  l a  p l a ç a  

v a r i a s  z o n a s ,  seg u n  s e  a p r e c i a  en  l a  P i g .  1 , p a r a  l o s  

t r è s  r e v e l a d o s  d e l  p ro d u c to  a  s e p a r a r  y p a r a  l o s  d e l  

p ro d u c to  de c o n t r o l .  Con l a  e l i m in a c i ô n  de l a s  p a r t e s  

y a  u t i l i z a d a s  de l a  p l a ç a ,  d e sp u é s  de c a d a  r e v e l a d o  ( F i ­

g u r a s  2 y 3 ) ,  a s !  como .e l  cambio de d i r e c c i ô n  de é s t e ,  

se  l o g r a  a u m e n ta r  l a s  p o s i b i l i d a d e s  de s e p a r a c i ô n  de l o s  

com ponentes  de una  m e z c la ,  g r a c i a s  a l  aum ento  c o r r e s p o n  

d i e n t e  d e l  numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s ;  s e  c o n s ig u e  a s i  

un e f e c t o  a n a l  ogo a l  de l a  c r o m a to g r a f i a  l la m a d a  " m u l t i  

d im e n s io n a l " ,  es  d e c i r ,  b a s a d a  en e l  empleo de d i f e r e n ­

t e s  t é c n i c a s  c r o m a t o g r â f i c a s ,  m ie n t r a s  que se  e v i t a n  l a s  

p é r d i d a s  de p ro d u c to  r é s u l t a n t e s  d e l  t r a s l a d o  d e l  d i s p o  

s i t i v o  i n s t r u m e n t a l  p r o p io  de una  t ê c n i c a  a l  de o t r a .



La bondad d e l  metodo s e  h a  d em o s trad o  a p l i o â n d o l o  

a  t r è s  c a s o s :  d e te r r a in a c iô n  o n a n t i t a t i v a  d e l  numéro de 

p l a t o s  t e ô r i c o s  en e l  d e s p la z a m ie n to  de un  s o lo  coraponen 

t e  y  co raparac iôn  con  l o s  v a l o r e s  o b te n id o s  en c ro m a to g rà  

f i a  c o n v e n c io n a l ;  s e p a r a c i ô n  de un  c o l o r a n t e  ( r o j o  congo) 

a  p a r t i r  de su  m ez c la  con o t r o s  nueve y ,  p o r  u l t i m o ,  s e ­

p a r a c i ô n  de un a iiiinoâcido  ( â c id o  g lu tâm iO o ) en p r e s e n c i a  

de o t r o s  1 8 . En e l  p r im e r  c a so  se  a l c a n z a n  9000 p l a t o s  

t e ô r i c o s  f i e n t e  a  l o s  1200 y 4750 o b te n id o s  en e l  r é v é l a  

do c o n v e n c io n a l  en u na  y  dos d i r e c c i o n e s  r e s p e c t iv a m e n t e ,  

c o n t r ib u y e n d o  a  é s t e  r e s u l t a d o  e l  e f e c t o  de c o n t r a c c i ô n  

de l a  s u p e r f i c i e  de l a  mancha p ro p io  de l o s  cam bios  de 

d i r e c c i ô n  en  e l  c u rs o  de l a  c r o m a t o g r a f i a ;  s e  d e m u e s t r a ,  

aderaâs, que e s t e  aum ento puede  s e r  u t i l i z a d o  v e n t a j o s a -  

m en te  p a ra  i n c r e m e n t a l  l a  c a n t i d a d  de p ro d u c to  d e p o s i t a -  

da en l a  c a p a ,  p u e s ,  s i  b i e n  d ism in u y e  p a r a i e l a m e n te  e l  

numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s ,  (T a b la  I I . I ) ,  l o s  dos e f e c t o s  

se  com pensan, lo g r â n d o s e  e f i c a c i a s  a c e .p ta b le s  de s e p a r a ­

c i ô n  con  c a n t i d a d e s  c o m p a ra t iv a ra en te  e l e v a d a s  de p ro d u c ­

t o .  En e l  segim do c a so  se  lo^pra l a  s e p a r a c i ô n  p r o g r e s i v a  

d e l  r o j o  congo de g ru p o s  de c o l o r a n t e s ,  a  p e s a r  de que 

l o s  v a l o r e s  e x p é r im e n ta l e s  d e l  R f f r e n t e  a  l o s  d i s o l v e n ­

t e s  em pleados (T a b la  I I . I I ) ,  h a c i a n  im p o s a b le  l a  s e p a r a ­

c i ô n  p o r  un p r o c e d im ie n to  c o n v e n c io n a l ; s e  a l c a n z a ,  a d e -  

m as , u na  e x c e l e n t e  r e s o l u c i ô n  r e s p e c t o  a l  c o l o r a n t e  ( n a -  

r a n j a  de b e n c i l o )  que s ig u e  mâs de c e r c a  a l  r o j o  congo a  

l o  l a r g o  de l a  c r o m a to g r a f i a  r e a l i z a d a  se g u n  e l  m etodo



aqu£ d e s c r i t o .  Se o b t i e n e n  r e s u l t a d o s  muy s i m i l a r es en 

e l  t e r c e r  c a s o ,  m ez c la  de a m in o a c ia o s ,  cuyos  v a l o r e s  

e x p é r i m e n t a l e s  d e l  R f s e  r e c o g e n  en l a  T a b la  I I , I V .

P a r a  e v i t a r  l a  u t i l i z a c i & n  de p l a ç a s  de g ra n d e s  

d im e n s io n e s  -  y  l a s  câm aras  de r e v e l a d o  c o r r e s p o n d ie n
i  '  “

t e s  -  en e l  c a so  de n e c e s i t a r  c a p a s  con  g r a n  c a n t id a d  

de p l a t o s  t e ô r i c o s ,  o l a  ac i im u lac iô n  de p r o d u c to s  no 

v i s L ia l i z a d o s  en e l  f r e n t e  d e l  d i s o l v e n t e ,  s i  s e  r e c u r r e  

a l  r e v e l a d o  en f l u j o  c o n t i n u o ,  puede r a s p a r s e  p a r t e  d e l  

a d s o r b e n t e de una  p l a ç a  c o n v e n c io n a l  p a r a  que l a  capa  

a d o p te  l a  form a i n d i c a d a  en l a  P i g .  4 ( c . f .  Cap. I I I ) .

EL r e c o r r i d o  e f e c tu a d o  p o r  e l  d i s o l v e n t e  y l o s  p ro d u c ­

t o s  d u r a n te  e l  r e v e l a d o  a u m e n ta râ  c o n s id e r a b le m e n te ,  f a  

c i l i t a n d b s e  l a  s e p a r a c i ô n .  S in  embargo, l a  i n t r o d u c c i ô n  

de zo n as  c u rv a s  en e l  r e c o r r i d o  c ro m a to g r â f ic o  puede  p e r ­

t u r b e r  l a  e f i c a c i a  de l a  s e p a r a c i ô n ,  s i  no sé p r e s t a  a t en 

c i ô n  a  l a  fo rm a de d ic l i a s  z o n a s ;  a h o ra  b i e n ,  e l  e s t u d i o  

de  l o  q u e  o c u r r e  en  s e i s  c a s o s  c o n s id e r a d o s  como t f p i c o s  

h a  p e r r a i t id o  d e te r m in a r  c u a l  e s  l a  fo rm a que p ro d u ce  l a  

p e r t u r b a c i ô n  m inim a en l a  a l t u r a  d e l  p l a t o  t e ô r i c o  ( P i g . 5 

y T a b la  I I I . I ) ;  como l a  fo rm a en c u e s t i ô n  l l e v a  c o n s ig o  

e l  e s t r e c h a m ie n t o  de l a  c a p a ,  e l  e s t u d i o  de e s t e  pa râm e- 

t r o  h a  p e r m i t id o  d e te r m i n a r  su  i n f l u e n c i a  en l a  e f i c a c i a  

de  l a  r e s o l u c i ô n  y en e l  R f ( P i g ,  6 y T a b la  I I I . I I ) .  Se 

e f e c t u a  e l  r e v e l a d o  de d i v e r s o s  c o l o r a n t e s  p o r  c ro m a to g ra ­

f i a  n o rm al a s c e n d e n te ,  n o rm al en f l u j o  c o n t in u e  y  p o r  e l



s i s t e m a  e s tu d ia d o  ( F i g .  7 ) ,  o b se rv a n d o s e  l a  t o t a l  s é p a r a  

o i6 n  de l o s  p r o d u c to s  en e s t e  s i s t e m a .  A s io ism o , se  e f e c  

t u a  e l  r e v e l a d o  de d i v e r s o s  a m in o a c id o s  c o n s ig u ie n d o  s u  

s e p a r a c i ô n  (T a b la  I I I . I V ) .  E l  numéro de p l a t o s  t e ô r i c o s  

o b te n id o s  en e l  r e v e l a d o  de c o l o r a n t e s  con  un r e c o r r i d o  

d e l  f r e n t e  d e l  d i s o l v e n t e  de 54>4 cm e s  de 7 2 0 0 ,  mi e n t r a s  

q u e ,  en  una c r o m a to g r a f i a  n o rm al e f e c t u a d a  en l a s  m ism as 

c o n d ic io n e s  e x p é r im e n ta l e s  p e ro  con un r e c o r r i d o  d e l  d i -  ‘ 

s o l v e n t e de 1 3 ,3  cm, se  o b t i e n e n  29 00 .

La s e p a r a c i ô n  p o r  G .O .P . de p r o d u c to s  v o l a t i l e s  

-  con  p .  de e .  d e l  o rd en  de 100°G -  t r o p i e z a  con  l a  d i f i  

c u l t a d  de que , d e b id o  a  t e n e r  que e v a p o r a r  l a  f a s e  i l q u i  

d a  u t i l i z a d a ,  e s t o s  p r o d u c to s  v o l â t i l e s  so n  ta m b ié n  e v a -  

p o ra d o s ,  im p id i  éndose  su  v i s u a l i z a c i ô n .  P o r  o t r a  p a r t  e , 

l a  d i f u s i ô n  de l o s  p r o d u c to s  e n t r e  l a s  f a s e s  s ô l i d a  y  l i ­

q u id a  es  l e n t a ,  l o  que im p id e  su  r â p i d o  r e v e l a d o .

S i hacemos p a s a r  un gas  -  o una m e z c la  de un g as  

y  v a p o r  de d i s o l v e n t e  -  p o r  una câm ara fo rm ada  p o r  l a  c a ­

pa a d s o r b e n te  y una c u b i e r t a  p r o v i s t a  de u n a  c a v id a d  I o n  

g i t u d i n a l  de poca p r o f u n d id a d ,  ob tend ren io s  un s i s t e m a  o.ro- 

m a t o g r â f i c o  g a s - s ô l i d o  en cap a  f i n a ;  a p l i c a n d o  l a  m e z c la

de p r o d u c to s  a  s e p a r a r  en un e x tre m e ,  podrem os r e v e l a r  l o s
;

d i f e r e n t e s  p r o d u c to s  (que  p e rm a n ec e râ n  s o b r e  l a  c a p a  p a r a  

s e r  v i s u a l i z a d o s  p o s t e r i o r m e n t e ) ,  r e s o l v i e n d o s e  de e s t a  f o r  

ma l a s  d i f i c u l t a d e s  a n t e s  m e n c io n a d a s .  E l  m o n ta je  u t i l i z a  

do p a r a  e l  paso  d e l  gas  p o r  l a  cap a  f i n a  e s  e l  i n d i c a d o  en



l a  P ig*  8 ( c . f *  Gap* IV) y l a  câm ara  e s  u n a  p r e n s a  de 

l a  fo rm a  i n d i c a d a  en l a  P ig*  9 ( v i s t a  l a t e r a l ) *

P a r a  c o n o c e r  e l  f u n c io n a m ie n to  d e l  p ro ç e d im ie n  

t o  e s t u d i a d o  y  l o s  r e s u l t a d o s  que s e  o b t e n d r i a n  en d i  

f e r e n t e s  c o n d ic io n e s ,  s e  e s t u d i a n  d i v e r s o s  g a s e s ,  m ez- 

c l a s  de g a s e s  y v a p o r e s ,  c a p a s  a d s o r b e n t e s  y  p r o d u c to s  

a p l i c a d o s ,  se g u n  s e  i n d i c a  en l a  T a b la  I V . I .

Se e f e c t u a n ,  a s im ism o , d i f e r e n t e s  r e v e l a d o s  de 

n i t r o b e n c e n o  en c a p a s  de g e l  de s i l i c e  y  b a jo  d i f e r e n -  

t e s  c o n d ic io n e s ,  p a r a  c o n o c e r  l a  r e s p u e s t a  d e l  s i s t e m a  

e s t u d i a d o ,  u t i l i z a n d o  como g as  p o r t a d o r  n i t rÔ g e n o  con 

v a p o re s  de m e ta n o l .  De e s t a  form a s e  o b t i e n e n  l a s  g r â -  

f i c a s  de  l a s  P i g s .  10 , 11 , 12 , 13 , 14 y 15 en l a s  que 

s e  e s t u d i a  l a  v a r i a c i â n  de l a  d i s t a n c i a  de r e t e n c i ô n  

(d p )  -  o d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  p o r  e l  p r o d u c to  desde  su  

p u n to  de a p l i c a c i ô n  -  en f u n c i ô n  de l a  t e m p e r a tu r a  d e l  

s a t u r a d o r ,  l a  a l t u r a  d e l  d i s o l v e n t e  en e l  s a t u r a d o r ,  l a  

t e m p e r a t u r a  de l a  câ jnara ,  e l  tie rnpo  de r e v e l a d o ,  e l  e a u  

d a l  de ,gas p o r t a d o r  y  l a s  d im e n s io n e s  de l a  a l t u r a  de 

l a  câm ara  r e s p e c t i v a m e n t e .

Se e s t u d i a n ,  ta m b ié n ,  l a s  c o n d ic io n e s  mâs a d e c u a  

d a s  p a r a  l a  o b t e n c iô n  de m ancbas de p o ca  l o n g i t u d ,  s i e n  

do p a r a  e l l o  n e c e s a r i o  c a u d a le s  b a j o s  de g a s ,  t ie m p o s  

pequelles  y t e m p e r a tu r a s  a l t a s ;  de t o d a s  fo rm as  l a  e f i ­

c a c i a  e s  m ener que en l a  G .G .P . c l â s i c a .



P in a lm e n te  s e  e f e c t u a  e l  r e v e l a d o  de d i f e r e n t e s  

m e z c la s  de p r o d u c to s  a  t e m p e r a tu r a  a m b ie n te  y  h  50^0 , 

sep a i 'an d o  en  10 m in u te s  m e z c la s  de p r o d u c to s  t a l e s  como 

e l  t o l u e n e ,  que no e s  v i s u a l i z a b l e  en C .G .P . n o rm al po r  

e v a p o r a r s e  con  l a  f a s e  m&yil l i q u i d a .

L as  e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  i n d i c a n  que e l  p ro ­

c e d im ie n to  e s t u d ia d o  no s e  b a s a  en una  s im p le  d e s t i l a  

c i ô n  -  p o r  no h a b e r  r e l a c i ô n  e n t r e  l o s  v a l o r e s  o b te n id o s  

de dp y l o s  p u n to s  de e b u l l i c i ô n  de l o s  p r o d u c to s  s é p a r a  

dos -  s i n e  en l a  a d s o r c i ô n ,  a f i r m a c iô n  j u s t i f i c a d a  p o r  

e l  hecho  de o b t e n e r s e  s e p a r a c i o n e s  c r o m a to g r â f i c a s  en 

c a p a s  de g e l  de s i l i c e  y  a lu m in a ,  m i e n t r a s  qu e , en c a p a s  

de c e l u l o s a ,  s e  p ro d u ce  una  l a r g a  e s t e l a .

S i  en una  câm ara  c r o r n â to g r â f i c a  p r e p a r a d a  p a r a  e l  

r e v e l a d o  en f l u j o  c o n t in u e  ( P i g .  16, c . f .  Gap. V) s e  s i ­

t u a  un d e t e c t o r  adecu ado  p a r a  p r o d u c to s  r a d i a c t i v o s  p o r  

encim a  d e l  pu n to  de a p l i c a c i ô n  de l a  c a p a ,  a l  r e v e l a r s e  

l o s  d i f e r e n t e s  p r o d u c to s  s e r â n  d e t e o t a d o s  y  r e g i s t r a d o s  

d in â m icame n te  p o r  s e p a r a d o ,  aunque p o s t e r io r m e n t e  se  

unan  en e l  f r e n t e  d e l  d i s o l v e n t e .  La câm ara  p r e p a r a d a  

t i e n e  una  r e n d i j a  en l a  p a r t e  s u p e r i o r  p a r a  que s o b r e s â l  

ga  l a  p l a ç a  y  pueda  p r o d u c i r s e  l a  e v a p o r a c iô n  d e l  f r e n t e  

d e l  d i s o l v e n t e ,  m i e n t r a s  que en l a  p a r t e  l a t e r a l ,  p r o v i s  

t a  de o t r a  r e n d i j a ,  qe a l o j a  un tu b o  G e ig e r - M u l le r  u n id o  

a  un r e g i s t r o  g r â f i c o .

La v e lo c id a d  de r e c u e n to  o b t e n i d a  con  e s t e  d is p o



s i t i v o  depende  de l a  d i s t a n c i a  d e t e c b o r - c a p a  crom ato  

g r a f i c a  , d e l  d ia m e t ro  de l a  fu.en.te r a d i a c t i v a  ( e n  e s  

t e  c a s e  c o n s t i t u i d a  p e r  l a  manclia c r o m a t o g r a f i c a ) , 

de l a  i n t e r p o s i c i o n  de  una  la m in a  de p l a s t i c o  p r o t e £  

t o r a  de l a  v e n ta n a  d e l  d e t e c t o r  f r e n t e  a  l o s  v a p o ro s  

de d i s o l v e n t e ,  a s f  como d e l  e&pesor de l a  c ap a  y de 

l a  n a t u r a l e z a  de e s t a  y d e l  d i s o l v e n t e .  E s tu d ia d o s  

to d o s  e s t e s  e f e c t o s  (T a b la s  V .I  a  V .IV) y  o b t e n i d a s  

l a s  c o n d ic io n e s  ô p t im a s  de t r a b a j o ,  s e  ha  a p i i c a d o  e l  

p ro c e d i in ie n to  a  l a  d e te r m in a c iô n  de l a  p u r e z a  r a d i o -  

q u im ic a  de un com puesto  m arcado con c a rb o n o -1 4 ,  o b t£  

n ié n d o s e  u na  c o n s i d e r a b l e  m e jo ra  en e l  t ie m p o  de e j e -  

c u c i é n .  De e s t a  form a s e  h a  e s tu d ia d o  l a  p u re z a  r a d i o -  

q u im ic a  de un a c e t a t o  s 6 d ic o  marcado con c a rb o n o -1 4  

( P i g .  1 7 ) .  E l t iem po  u t i l i z a d o  en su  r e v e l a d o  y d e te c  

c i6 n  h a  s id o  t r è s  v e c e s  m ener que en G .O .P . c l a s i c a .

En l a  r e a l i z a c i & n  de una  c r o m a to g r a f i a  en c ap a  

f i n a  e s  d e l  mayor i n t e r  e s  logr*ar l a  maxima e f i c a c i a  

en l a  s e p a r a c i 6 n  de l o s  com ponentes y  l a  maxima s e n s i -  

b i l i d a d  en l a  d e t e c c i6 n  de e s t e s ;  ambos p a r a m é t r é s  se  

t r a d u c e n  en l a  n e c e s id a d  de h a c e r  m in im as l a  l o n g i t u d  

y s u p e r f i c i e  de l a  mancha c o r r e s p o n d i e n t e  a  c a d a  com- 

p o n e n te ,  l e  c u a l  depende  de l a s  c o n d ic io n e s  de a p l i c a -  

c iô n  de l a  m e z c la  a  s e p a r a r  y de su  r e v e l a d o ,  que d eben  

r e a l i z a r ' s e  de modo t a l  que s e a  m inim a l a  d i f u s i 6 n  de 

l o s  com ponentes  en e l  m a t e r i a l  c r o m a to g r â f i c o .  Con e s —



t e  f i n  se  han  e s tu d ia d o  ( o . f .  Cap. VI) 16 m étodos d i -  

f e r e n t e s  de a p l i o a c i 6 n  y r e v e l a d o ,  unos  o r i g i n a l e s  y 

o t r o s  tornados de l a  b i b l i o g r a f i a ,  a p l i c a n d o  d i v e r s a s  

c a n t i d a d e s  de t r è s  c o l o r a n t e s ;  en to d o s  e l l o s  s e  h a  

p ro c u ra d o  o b te n e r  a p l i c a c i o n e s  de r e d u c i d a s  d im e n s io -  

n e s  o e v i t a r  l a  d i f u s i& n  de l o s  p ro d u c to s  d u r a n t e  e l  

r e v e l a d o  ( P i g s .  18 , 19, 2 0 ,  21 y 2 2 ) .  Los r e s u l t a d o s  

o b te n id o s  (T a b la s  V I . I  y V I . I I )  d e ra u e s tra n  que , p a r a  

h a c e r  m inim a l a  l o n g i t u d  de l a  mancha o ,  l o  que es l o  

mismo, l a  a l t u r a  d e l  p l a t e  t e 6 r i c o ,  l a  m ez c la  a  s e p a ­

r a r  debe a p l i c a r s e  en fo rm a  de una banda  e s t r e c h a ,  p a -  

r a l e l a  a  l a  b a s e  de l a  p l a ç a  y  s i t u a d a  a  u na  d i s t a n c i a  

de l a  s u p e r f i c i e  d e l  d i s o l v e n t e ,  mayor de l o  h a b i t u a i  

( s i t u a c i 6 n  r e p r e s e n t a d a  p o r  m-2 en l a  P i g .2 1 )  con l o  que 

s e  c o n s ig u e  una  r e d u c c i 6 n  en l a  a l t u r a  d e l  p l a t o  t e 6 r i  

co d è l  30 i<i. P o r  o t r o  l a d o ,  s e  l o g r a  l a  s u p e r f i c i e  m i­

n im a u t i l i z a n d o  p a r a  l a  c r o m a to g r a f i a  u n a  cap a  e s t r e ­

c h a  ( c . f .  k  en l a  P i g .  2 0 ) ,  de e s t a  fo rm a  l a  red u c c i& n  

o b t e n i d a  en l a  s u p e r f i c i e  e s  d e l  56 «

La c r o m a to g r a f i a  de a d s o r c i é n  en  c a p a  f i n a  e n -  

c u e n t r a  a m p lia  a p l i c a c i& n  ta m b ié n  a  e s c a l a  p r e p a r a t i v a ,  

s i  b i e n  e n fo n c e s  l a  c a p a c id a d  de r e s o l u c i 6 n  d e l  s i s t e m a  

r é s u l t a  c o n s id é r a b le m e n te  p e r t u r b a d a  p o r  l a  d i f i c u l t a d  

de a p l i c a r  e l  p ro d u c to  a  s e p a r a r  en fo rm a  de l i n e a  e s ­

t r e c h a  con  una c o n c e n t r a c i 6 n ,  en l a  s o l u c i 6 n  de p a r t i d a ,  

c o m p a t ib le  con  l a  c a p a c id a d  de a d so rc i& n  d e l  s o p o r t e .



G o n s t i tu y e  o t r a  d i f i c u l t a d  l a  r e c u p e r a c i 6 n  de l o s  compo 

n e n t e s ,  una  v ez  s e p a r a d o s ,  so b re  t o do cuando su  m anejo  

e n t r a n a  un  p e l i g r o ,  como es e l  c aso  de l o s  p r o d u c to s  t 6  

x i c o s  o r a d i a c t i v o s .  Ambas d i f i c u l t a d e s  s e  pueden s o lv e n  

t a r  u t i l i z a n d o  u n a  c a p a  no p l a n a ,  s i n o  t u b u l a r  ( c . f .

Cap. V I I ) ,  c o n s t i t u i d a  p o r  com prim idos t a l a d r a d o s  de ma 

t e r i a l  a d s o r b e n t e que f a c i l i t a n  l a  a p l i c a c i& n  de l a  mue£ 

t r a  y l a  s e p a r a c i 6 n  de l o s  d i f e f e n t e s  p ro d u c to s  d e sp u é s  

d e l  r e v e l a d o ;  e l  c o n ju n to  de l a  cap a  y  su  s o p o r t e  s e  i n  

d i c a  en l a  P ig .  2 3 .

Se ha  e s tu d ia d o  l a  p r e p a r a c i 6 n  de com p rim idos , 

u t i l i z a n d o  30  t i p o s  de a d s o r b e n t e s ,  d i v e r s a s  p r e s i o n e s  

y 200 m e z c la s  d i f e r e n t e s  de l o s  raismos p a r a  p r e p a r a r  una  

s e r i e  de com prim idos a d ec u ad o s  p a r a  l o s  d i v e r s o s  p r o b l e -  

mas que puedan  p l a n t e a r s e ( c . f .  T ab la  V I I . I ) .  La a p l i c a  

c i 6 n  de l a  s o l u c i q n  con l a  m ezc la  de p r o d u c to s  a  s e p a r a r  

s e  e f e c t û a  segun  s e  i n d i c a  en l a  P ig .  2 4 ;  de e s t a  fo rm a , 

l a s  d im e n s io n e s  de l a  zona de a p l i c a c i o n  no s e r â n  s u p e -  

r i o r e s  a l  e s p e s o r  d e l  com prim ido . Una v e z  m ontada l a  c a ­

p a ,  r e v e l a d a ,  s e c a  y  v i s u a l i z a d a ,  s e  s e p a r a n  l o s  c o m p r i­

m idos que c o n te n g a n  e l  p ro d u c to  a  e s t u d i a r  y  se  e lu y e n  

con  e l  d i s p o s i t i v e  de l a  P i g .  2 5 ,  pasando  e l  l i q u i d e  é l u  

y e n te  con e l  p ro d u c to  a l  v a s e  i n f e r i o r .

Cabe u t i l i z a r  l a  misma t é c n i c a  b â s i c a  p a r a  e f e c -  

t u a r  c r o m a to g r a f i a s  d e s c e n d a n te s  con e l  m o n ta je  de l a  

P i g .  2 6 ,  p ud iendo  r e c o g e r s e  e l  l i q u i d e  e lu f d o  con  un c o -



l e c t o r  de f r a c c i o n e s *  La c r o m a to g r a f i a  en  f l u j o  c o n t i ­

nue  pue de r e a l i z a r s e  seg un  se  i n d i c a  en l a  P ig .  2 7 ,  eva 

p o ra n d o s e  e l  exceso  de d i s o l v e n t e  en l a  p a r t e  s u p e r i o r  

de l a  c am ara .  En l a  P i g .  28 se  i n d i c a  e l  e s t u d i o  compa­

r a t i v e  e f e c tu a d o  e n t r e  c a p a s  a n a l l t i c a s  y  p r e p a r a t i v a s  

p l a n a s ,  y p r e p a r a t i v a s  fo rm adas  p o r  co m p rim id o s , p a r a  

l a  s e p a r a c i 6 n  d e l  c o l o r a n t e  a m a r i l l o  d i m e t i l o  de o t r o s  

do8 c o l o r a n t e s  c o n s id e r a d o s  como im p u r e z a s .  '

De to d o  e l l e  cabe  e s t a b l e c e r  l a s  GONGLUSIONES s i -  

g u i e n t e s :

1 # . -  La r e s o l u c i 6 n  de l a  s e p a r a c i o n  y e l  r e n d i -  

m ie n to  en l a  r e c u p e r a c i o n  de l o s  p ro d u c to s  s e p a ra d o s  

s e  puede  m e jo ra r  c o n s id e r a b le m e n te  m e d ia n te  r e v e l a d o s  

s u c e s i v o s  s o b re  l a  misma c a p a  b a jo  d i f e r e n t e s  â n g u lo s ,  

s i n  a c u d i r  a  l a  t r a n s f e r e n c i a  de p r o d u c to s  p r o p i a  de l a  

l l a m a d a  c r o m a to g r a f i a  " m u l t i d i m e n s i o n a l " .  E s t a  m e jo ra  

en l a  e f i c a c i a  e s  d e b id a ,  no s o lo  a  que e l  r e c o r r i d o  

s o b re  l a  cap a  es  mayor s i n o ,  adem as, a  que l o s  cam bios 

de s e n t i d o  de l o s  d i s o l v e n t e s  d u r a n te  l o s  d i f e r e n t e s  r e  

v e l a d o s ,  p ro d u cen  un a c o r ts im ie n to  de l a s  m anchas con e l  

c o n s i g u i e n t e  aumento en e l  numéro t o t a l  de p l a t o s  t e 6 r ^  

c o s .

2@ ,- U t i l i z a n d o  c a p a s  de g ra n  l o n g i t u d  en fo rm a  

de "Z" s e  c o n s ig u e  a u m e n ta r  v a r i a s  v e c e s  e l  numéro de 

p l a t o s  t e o r i c o s ,  s i n  n e c e s i d a d  d e l  erapleo de p l a ç a s  de



g ra n d e s  d im e n s io n e s ,  s ie n d o  m ejo r  l a  r e s o l u o i é n  de l a  

s e p a r a c i o n .  La zona c u rv a ,  y mâs e s t r e c h a ,  de l a  c a p a ,  

no s o lo  no p roduce  una d ism in u c iô n  en e l  numéro de p l a  

t o s  t e 6 r i c o s  de l a  c a p a ,  s in o  que en a lg u n o s  c a s p s  l o s  

aum en ta .

3 ® .-  E l empleo de un gas o v a p o r  como f a s e  m 6 v i l  

h a c e  i n n e c e s a r i a  l a  e v a p o ra c i6 n  d e l  d i s o l v e n t e  r é v é l a — 

d o r ,  l o  c u à l  p e rm ite  s e p a r a r  p ro d u c to s  mâs. v o l â t i l e s  

que con e l  método u s u a l  de 0 . 0 . F . ;  adem âs, aum enta  a s l  

l a  r a p i d e s  d e l  r e v e la d o  como c o n s e c u e n o ia  de l a  m e jo r  

d i f u s i& n  de l o s  p ro d u c to s  e n t r e  l a s  f a s e s  s ô l i d a  y  g a -  

s e o s a .  E l  p ro c e so  e s tu d ia d o  es de s e p a r a c i ô n  p o r  a d s o r  

ci& n ya  q u e ,  cuando se  u t i l i z a n  c ap a s  de c e l u l o s a  en 

v e z  de g e l  de s i l i c e  o a ld m in a ,  se  o b t i e n e n  manchas 

a l a r g a d a s  que ocupan p o r  com p lè te  l a  c a p a ;  adem âs, cuan  

do sê  e f e c t u a n  s e p a r a c io n e s  con d i f e r e n t e s  p r o d u c to s ,  

s e  observ-a que l a  r e l a c i o n  e n t r e  l o s  v a l o r e s  de l a s  

d i s t a n c i a s  de r e t e n c i 6 n  de l o s  p r o d u c to s  s e p a r a d o s ,  es 

d e l  mismo o rd en  que l a  r e la c i& n  e n t r e  l o s  v a l o r e s  d e l  

R f cuando l a  se p a ra c i& n  se  e f e c t u a  p o r  G .C .F . n o rm al 

de a d s o rc i& n .  E l p ro ce so  no es una s im p le  d e s t i l a c i & n ,  

ya  q u e ,  en l a s  s e p a r a c io n e s  e f e c tu a d a s  con  d i f e r e n t e s  

p r o d u c t o s ,  no se  ha obse rvado  n in g u n a  r e l a c i& n  e n t r e  

l o s  p u n to s  de e b u l l i c i 6 n  de l o s  p r o d u c to s  y l a s  d i s t a n  

c i a s  de r e te n c i& n  o b t e n i d a s .  Deben u t i l i z a r s e  c a u d a le s  

b a jo s  de gas  p o r t a d o r ,  a l t u r a s  pequehas  e n t r e  l a  c a p a



y l a  c a v id a d  p o r  l a  que p a sa  e l  g a s ,  y  t ie m p o s  de r é v é l a  

do m edios p a r a  que l a  e f i c a c i a  de l a  s e p a r a c i 6 n  s e a  o p t i  

ma#

4 - . -  La d e t e c c i6 n  de p ro d u c to s  r a d i a c t i v o s  d u r æ i -  

t e  su  r e v e la d o  puede h a c e r s e  s i tu a n d o  un d e t e c t o r  de c a -  - 

r a c t e r i s t i c a s  c o n v e n ie n t es  en l a  p r o p i a  câm ara  o ro m a to g ra  

f i c a ,  p o r  encima d e l  p u n to  de a p l i c a c i& n  de l a  m ez c la  a  

r e s o l v e r ;  de e s t a  fo rm a pueden m e d i r s e  l o s  p r o d u c to s  r a ­

d i a c t i v o s  en e l  r e v e la d o  en f l u j o  c o n t i n u e .  Cuando e l  

r e v e l a d o  t r a n s c u r r e  n o rm alm en te ,  l a  c o n e x i6 n  d e l  d e t e c t o r  

a  un  r e g i s t r o  g r â f i c o  é v i t a  l a  h a b i t u a i  e x p lo r a c i ô n  de l a  

p l a ç a  d e sp u e s  d e l  r e v e l a d o .  Los a d s o r b e n t e s  y d i s o l v e n t e s  

u t i l i z a d o s  en e l  r e v e l a d o  p roducen  u na  a b s o r c i 6 n  im p o r tan 

t e  de l a s  p a r t i c u l a s  b e t a  e m i t id a s  p o r  e l  p r o d u c to  a p i i c a  

do , pu d iend o  m e d i r s e ,  no o b s t a n t e ,  e l  c a rb o n o -1 4  con u na  

a c t i v i d a d  d e l  o rdèn  de 0 '0 5  p C i .

. 5 ® .-  E l empleo de c ap a s  de poca  a n c h u r a  é v i t a  l a -  

d i f u s i 6 n  l a t é r a l  y p e rm i te  o b te n e r  m anchas de poca s u p e r ­

f i c i e  y p o r  c o n s i g u i e n t e ,  de mâs f â c i l  v i s u a l i z a c i 6 n .  Pa­

r a  o b t e n e r  c rom atogram as e f i c i e n t e s  es  n e c e s a r i o  d i s m i n u i r  

l a  c a n t i d a d  d e l  p ro d u c to  a p l i c a d o  p o r  u n id a d  de a n c h u ra  

de l a  a p l i c a c i 6 n .  Aunque l a  a p l i c a c i o n  s e  c o n c e n t r e  en una  

l i n e a  h o r i z o n t a l ,  l a s  m anchas t i e n d e n  a  o e u p a r  d e sp u é s  d e l  

r e v e l a d o  l o s  mismos p l a t o s  t e â r i c o s  que en e l  c aso  de un a  

a p l i c a c i& n  n o rm a l.



6 ê . -  La u t i l i z a c i 6 n  de com prim idos de m a t e r i a l  

a d s o r b e n t e ,  con un o r i f i c i o  c e n t r a l ,  p e rm i te  fo rm ar  

c a p a s  t u b u l a r e s  que o f r e c e n  l a s  s i g u i e n t e s  v e n t a j a s  

r e s p e c t e  a  l a s  c ap a s  p la n a s  comunes y a  l o s  l e c h o s  c i  

l l n d r i c o s  p r o p io s  de l a  c r o m a to g r a f ia  c o n v e n c io n a l  en 

colum nar a )  f a c i l i d a d  y r a p id e z  en l a  s e p a r a c i o n  d-e l a  

p a r t e  de l a  capa  donde se  ha  acum ulado un p ro d u c to  pa 

r a  su  e lu c iô n  o p a r a  s o m e te r lo  a  un nuevo  r e v e l a d o ;  

b ) f a c i l i d a d ,  en e s t e  u l t im o  c a s o ,  p a r a  i n s e r t a r  l o s  

com prim idos en una nueva  capa  c o n s t i t u i d a  de l a  misma 

fo rm a  con  d i s t i n t o  a d s o r b e n t s ;  c )  f a c i l i d a d  de a p l i c a r  

e l  p ro d u c to  en form a de banda muy e s t r e c h a .
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