
5 Tres prácticas de laboratorio
para Biología de COU

Por Juan SANCHEZ BAI.LESTEROS (*1

OBJETIVO

El ob/etivo de estas précticas de /aboratorio es la intro-
ducción en Bio/ogíe de COU de uno de los métodos de se-
paración de los cnmponentas de una mezcla más utilizado
en investigación en e/ campo de la Bio%gía, de /a Bioqufmi-
ca o de /as productas natura/es, con e/ deseo de una moder-
nización constantR da las experiencias de /abortorio de/ Cur-
so de Orientación Universitaria an concordancia con lo que
e/ elumno verá, posteriormente, en /a Universidad. Se pro-
pone /e realizacián de estes trés précticas de separaciones
cromatográficas en /a que sa uti/izan 1os materiaJes y opera-
ciones més empfeadas en estas técnicas.

TEORIA

Se denomina cromatografía a la técnica de separación de
los componentes de una mezcla de sustancias en función
de /as diferentes ve%cidades con que se mueven cada uno
de /os componentes a través de un medio poroso arrastrado
por un diso/vente en movímíento. Atendiendo a/ tipo de
proceso que se 1/eva a cabo, podemos clasificar las técnicas
cramatográficas en cinco grupos: cromatografias de adsor-
ción, de reparto, de fi/tración sobre g% de intercambio ióni-
co y de gases, de !as cuales uiilizaremos en /as prácticas las
dos primeras. En la cromatografía de adsorción !a separa-
ción se /feva a cabo atendiendo a/a diferente afinidad de ad-
sorción de cada uno de los componentes de la mezcla hacia
a/ medio poroso entre e/ que es arrastrado, de forma que
aquel%s componentes que se adsorban más debilmente
avanzan con más rapidez que los que /o hacen con mayor
fuer2a. En la cromatografía de reparto el medio poroso usa-
do lleva absorbida una cieria cantidad de agua por lo que las
separaciones se /levan a cabo en función de la distríbucíón
continua (coeficiente de reparto) de /os componentes de la
mezcla a separar entre el agua del medio y el disolvente
(eluyentel que se desplaza a través delmedio.

En las separaciones que vamos a realizar como experien-
cias de /aboratorio se dan fenómenos de adsorción y de re-
parto. En e/las vamos a utilizar separaciones en columna
cerrada y en columna abierta. Las primeras se realizan en
columnas de rel%no, que son columnas /argas de vídrio de
varios centimetros de diámetro provisto de una Jlave en el
exiremo inferior Ise puede utilizar como tal una bureta de
f00 ml, de capacidadl re/%na de un medio poroso (su/fato
cálcico finamente dividido, alúmina, celulosa, almidón, gel
de sflice, magnesia, etcéieral mojado continuamente por un
disolvente y a través de ella se pasa la mezcla a separar
arrastrada por e/ eluyente.

fn /as separaciones de cofumna abierta tenemos dos ti-
pos de cromatografia, las denominadas de papel y en capa

fina. La primera se lleva a cabo sobre tiras de papel Icelulo-
sal, generalmente por reperto, y tiene la ventaja de que en
esra técnica se puede detectar e identificar cantidades de
sustacias del orden de /os microgramos. La segunda se lleva
e cabo en un materia/ soportado sobre placas de vidrio y en
el/a las separaciones se realizan atendienda a fenómenos de
adsorción y reparto, respecrivamente. Estas dos últimas se-
paraciones tiene /a venta%a sobre /a de columna cerrada que
en e/las se pueden separar cantidades pequeñas de sustan-
cias, con la que seria imposible trabajar en columna.

EXPERIENCIA N.° 1.-SEPARAC/ONES DE AM/NO-
ACIDOS POR CROMATOCaRAF/A EN PLACA F/NA

1.1. Meterie/necesar)o:

So/ución acuasa concentrada de glicina, ácido aspértico,
ácido glutémico y tiroxine, e%ohol etílico, agua destilada,
ninhidrina, ge/ de sflice G, portaobjetos de micropscopio,
vaso de precipifado de 250 m/s, de capacidad, vidrio de re-
loj y capilar.

1.2. Preparaclón de p/acas:

Se toman 30 gr. de ge/ de sílice y se mezclan con 60 m/s.
de agua destilada formando una papi//a comp/etamente ho-
mogénea. Se preparan varios portaobjefos rmpios y se
introducen en al interior de la papilla sacándo%s rapidamen-
te y se dejan reposar en un pape/ de fíltro toda /a noche. An-
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tes de aplicar /a muestra a separar en /a cara que no he esta-
do en contacio con e! pape! de fihro, se quita con las uñas
una /fnea muy fina de adsorbente por /os /ados de /a p/aca, y
ye esté lista para su emp/eo.

1.3 MAtodo:

En un vaso de precipitado de 250 m/s. se introduce una
pequeña tira de pape/ de fi/tro /igeramente inferior a la ahura
del vaso y fo suficientemente largo para cubrir /as dos terce-
ras partes de /a supen`icie interioi Se añade hasia una a/tu-
ra de 1 cm. una diso/ución de etanol acuoso a/ 50 por 1Q?.

--------- clips

__-_______ disolución
` eluyente

EXPER/ENC/A n. ° 2. SEPARAC/ON DE LOS COMPO-
NENTES DE UNA MEICLA DE /ND/CADORES POR
CROMATOGRAF/A DEPAPEL.

2.1. Material neceaario:

Rojo feno% azul da bromofeno% ro%o congo, alcohol n-
óutí/ico, a/cohol etí/ico, amoniaco 2N, papel de ftitro What-
man núm. 1 ó 3, capilai vaso de precipitado de 5010 mis.
2.2. Método:

En un vaso de pracipitado de 500 mis. se adicione una di-
solución de alcoho/ n-butí/ico-a/coho! etílico-amoniaco 2N
en proporcíón 3:1:1 haste una altura de 1 cm. Se toma un
pape/ de fi/tro de a/tura inferior a/a del vaso de precipitedo y
de una anchura ta/ que se pueda formar con el un ci/indro y
quepa en e/ vaso de precipitado sin tocar /as paredes de és-
te. Sobre este pape/ y a una disiancia de 1,5 cm. del borde
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Antes de introducir /a placa en el vaso conviene asegurarse
de que e/ papel está saturado de disolvente. En /a placa an-
teriormente preparada, se co%ca a 1,5 cm. del borde infe-
rior, con un capilar, varias gotas de la disolución de amino-
ácidos y se introduce la placa en e/ vaso de precipitado,
ceirando éste con un vidrio de reloj. Se deja que suba e/ di-
so/vente a través de /a p/aca por capilaridad arrastrado en su
ascensión a/os componentes de /a mancha. Una vez que el
frente lfquido ha llegado arriba de !a placa, se saca ésta deJ
vaso y se seca. Una vez seca, se pulveriza toda ella con
ninhidrina, observándose distintas manchas, de co%r par-
duzco, en la p/aca a diferentes a/turas, (figura núm. 11,
correspondiendo cada una de e/las a los distintos aminoáci-
dos existentes en /a mezcla.

1.4. Resu/rados:

Si se dispone de una /ámpara ultravio%ta se verá e/ cro-
matograma o/as dístintas manchas en fa placa desarro!lada
y seca sin necesidad de reve/ado con ninhidrina.

Se puede determinar e/ valor de/ Rf de cada aminoácido
(que es igual a/ cociente entre /a distancia recorrida por la
sustancia y la distancia recorrida por e/ diso/ventel que es
un valor constante para cada aminoácido en unas idénticas
condicones de revelado y desarrol% cromatográfico.

Otra forma de reve/ado consiste en introducir la p/aca,
una vez desarro//ada y seca, en un recipiente cerrado her-
méticamente con vapores de yodo en su interior. Las
manchas de los distiníos aminoécidos aparecerian de co%r
vio%ra pardo.

"' ' - - lana de vidrio
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inferior se traza una línea, para/e/a al borde, con un /ápiz
suave y sobre e//a se co%ca en cuatro puntos varias gotas
de cada uno de /os indicadores (uno por punto) y en e/ cuar-
to punto se co%ca varias gotas de una mezc/a equimo%cu-
lar de los tres indicadores. Antes del desarro/% de/ pape/ se
expone éste a los vapores de amoniaco concenirado, que
convertirá a cada indicador en /a forma que prasenta en me-
dio básico, y a continuación se enrolla en forma cillndrica
cogido por dos c/ips y se introduce en e/ vaso de precipita-
do, cerrándo% con un vidrio de re%j o p/aca de vidrio. Se
deja desarrol/ar e/ cromatograma hasta que e/ frente lfquido

^



alcance una altura indicada y razonable. Se saca el cilindro
de papel del vaso y se seca (figura num. ?).
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23. Resuliedos:

Una vez seco el pepel se observe que del cuano punto ha
aparecido tres manchas de Rf y co%r correspondiente a ca-
da uno de los indicadores que existían en la mezcla y que
han ascendido de los puntos 1(Rojo fenoll, 2(Azul de bro-
mofenoll y 3/Rojo congol para/e/amente. El valor de estos
Rf es el correspondiente a la forma básica de cada indica-
dor si los indicadores se desanol/an en la forma que pre-
sentan en medio ácido los valores de los Rf son distintos, lo
cua/ se puede comprobar en un experimento posterior.

EXPERIENCIA n. ° 3. SEPARAC/ON DE P/GMENTOS
VEGETALES POR CROMATOGRAF/A DE COLUMNA

3.1. Materia/es necesarios:

Bureta de 100 mis., pipeta de 5 mis., erlenmeyer de 250
m/s., alúmina, zanahoria y éter de petróleo.

3.2. Llenado de columna:

Como columna se puede utilizar una bureta de f00 mis.
en la que por dentro, en la parte inferior, se co%ca lana de
vidrio. Se cierra la llave y se adicíonan 20 mis. de éter de
petróleo. Se cogen 15 gr. de alúmina y se suspendenen 50
m/s. de éter de petróleo, procurando que la suspensón sea
homogénea. Se adiciona ésta por lo alto de la columna has-
ta que se /lenen /as dos terceras partes de ésia. Se enrasa la
co/umna dejando un centímetro de éter de petróelo por en-
cima de la superficie de la alúmina hasta el comienzo de la
separación.

3.3. Método:

5 mis. de una solución obtenida por extracción con éter
de petróleo de algunas rodajas de zanahorias se adicionan
por encima de la columna de rel%no anteriormente prepara-
da, se enrasa hasta la superficie de la alúmina y se agrega
más éter de petróleo, procurando que el flujo a través de la
columna tenga un caudal con ŝtante y procurando que la co-
lumna no se seque. Una vez que se observe una separción
nítida de bandas co%readas se dá por terminado el de-
sarrol%.

3.4. Resultados:

Una vez desarrol/ado el cromatograma se observa con ní-
tidez /a separación de bandas coloreadas correspondiente a
los distintos pigmentos vegetales. Cuando se utiliza como
material de partida hojas verdes de plantas /espinaca o hier-
ba frescal la separación de los pigrnentos vegetales, en co-
lumna utilizando como soporte sólido magnésia (óxido
magnésico) y como eluyente cic%hexano, es aún más níti-
da, observándose cuando se desarrolla el cromatograma la
separación de bandas correspondiente a la c%rofila (verdel,
xantofilas /amarilla/ y carotenos /amarillo más oscurol.
Cuando en lugar de magnésia se co%ca almidón se consi-
gue desdoblar la banda verde de c%rofila en dos: una ama-
ril/a /clorofila bl y otra verde (clorofila al (figura núm. 3l. La
separación de estos pigmentos también se consigue con ni-
tidez utilizando la cromoto%grafía de pape% empleando ho-
jas de alguna planta verde y como eluyente éter etílico. En
esta separación se observan ires bandas o manchas co%re-
adas: una verde (clorofilasl, otra amarilla (xantofilas/ y otra
grisácea (mezcla de clorofila y carotenol. El método de se-
paración es idéntico a la de la experiencia n. ° 2, con la sal-
vedad de que conviene extraer los pigmentos moliendo en
un mortero las hojas en presencia de acetona y arena de
mar, lavada y seca, y posterior filtración del material inso-
luble.
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