(5]

OBJETIVO

El objetivo de estas précticas de laboratorio es la intro-
duccién en Biologia de COU de uno de los métodos de se-
paracién de los componentes de una mezcla més utilizado
en investigacion en el campo de la Biologia, de la Bioquimi-
ca o de las productos naturales, con el deseo de una moder-
nizacién constante de las experiencias de labortorio del Cur-
so de Orientacién Universitaria en concordancia con lo que
al slumno verd, posteriormente, en la Universidad. Se pro-
pone la realizacion de estas trés précticas de separaciones
cromatogrdficas en la que se utifizan Jos materiales y opera-
ciones més empleadas en estas técnicas.

TEORIA

Se denomina cromatografia a la técnica de separacion de
los componentes de una mezcla de sustancias en funcién
de las diferentes velocidades con que se mueven cada uno
de los componentes a través de un medio poroso arrastrado
por un disolvente en movimiento. Atendiendo al tipo de
proceso que se lleva a cabo, podemos clasificar las técnicas
cromatograficas en cinco grupos: cromatografias de adsor-
cion, de reparto, de filtracion sobre gel, de intercambio ioni-
co y de gases, de las cuales utilizaremos en las practicas las
dos primeras. En la cromatogratia de adsorcion la separa-
cion se lleva a cabo atendiendo a /a diferente afinidad de ad-
sorcion de cada uno de los componentes de la mezcla hacia
al medio poroso entre el que es arrastrado, de forma que
aquellos componentes que se adsorban mas debilmente
avanzan con méas rapidez que los que lo hacen con mayor
fuerza. En la cromatografia de reparto €l medio poroso usa-
do lleva absorbida una cierta cantidad de agua por lo que las
separaciones se llevan a caba en funcion de la distribucion
. continua (coeficiente de reparto) de los componentes de la
mezcla a separar entre el agua del medio y el disolvente
feluyente} que se desplaza a través del medio.

En las separaciones que vamos a realizar como experien-
cias de laboratorio se dan fenémenos de adsorcion y de re-
parto. En ellas vamos a utilizar separaciones en columna
cerrada y en columna abierta. Las primeras se realizan en
columnas de relleno, que son columnas largas de vidrio de
varios centimetros de digmetro provisto de una llave en el
extremo inferior (se puede utilizar como tal una bureta de
100 ml, de capacidad) rellena de un medio poroso (sulfato
célcico finamente dividido, alimina, celulosa, almidon, gel
de silice, magnesia, etcétera) mojado continuamente por un
disolvente y a través de ella se pasa la mezcla a separar
arrastrada por el eluyente.

En las separaciones de columna abierta tenemos dos t-
pos de cromatografia, las denominadas de papel y en capa
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fina. La primera se lleva a cabo sobre tiras de papel (celulo-
sa), generalmente por reparto, y tiene la ventaja de que en
esta técnica se puede detectar e identificar cantidades de
sustacias del orden de los microgramos. La segunda se lleva
a cabo en un material soportado sobre placas de vidrio y en
ella las separaciones se realizan atendiendo a fenémenos de
adsorcion y reparto, respectivamente. Estas dos Ultimas se-
paraciones tiene la ventaja sobre la de columna cerrada que
en ellas se pueden separar cantidades pequefas de sustan-
cias, con la que seria impaosible trabajfar en columna.

EXPERIENCIA N.° 1.—-SEPARACIONES DE AMINO-
ACIDOS POR CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA

1.1. Material necesario:

Solucién acuosa concentrada de glicina, cido aspértico,
acido glutémico y tiroxina, alcohol etilico, agua destilada,
ninhidrina, gel de silice G, portaobjetos de micropscopio,
vaso de precipitado de 250 mis. de capacidad, vidrio de re-
loj y capilar.

1.2. Preparacién de placas:

Se toman 30 gr. de gel de silice y se mezclan con 60 mis.
de agua destilada formando una papilla completamente ho-
mogénea. Se preparan varios portaobjetos limpios y se
intraducen en el interior de la papilla sacéndolos rapidamen-
te y se dejan reposar en un papel de filtro toda la noche. An-
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FIGURA N.° 1
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tes de aplicer la muestra a separar en la cara que no he esta-
do en contacto con el papel de filtro, se quita con las ufias
una linea muy fina de adsorbente por fos lados de Ia placa, y
ya esté lista para su empleo.

1.3. Método:

En un vaso de precipitado de 250 mis. se introduce una
pequefia tira de papel de filtro ligerarente inferior a la alturs
del vaso y lo suficientemente largo para cubrir las dos terce-
ras partes de la superficie interior. Se afiade hasta una altu-
ra de 1 cm. una disolucion de etanol acuoso al 50 por 100.
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FIGURA N.° 2

Antes de introducir la placa en el vaso conviene asegurarse
de que el papel esta saturado de disolvente. En la placa an-
teriormente preparada, se coloca a 1,5 cm. del borde infe-
rior, con un capilar, varias gotas de la disolucién de amino-
4cidos y se introduce /a placa en el vaso de precipitado,
cerrando éste con un vidrio de reloj. Se deja que suba el di-
solvente a través de la placa por capilaridad arrastrado en su
ascension a los componentes de la mancha. Una vez que el
frente liquido ha llegado arriba de la placa, se saca ésta del
vaso y se seca. Una vez seca, se pulveriza toda ella con
ninhidrina, observéndose distintas manchas, de color par-
duzco, en la placa a diferentes alturas, (figura nam. 1),
correspondiendo cada una de ellas a los distintos aminoaci-
dos existentes en la mezcla.

1.4. Resultados:

Si se dispone de una lémpara ultravioleta se ver el cro-
matograma o las distintas manchas en la placa desarroflada
y seca sin necesidad de revelado con ninhidrina.

Se puede determinar el valor del Rf de cada aminoécido
fque es igual al cociente entre la distancia recorrida por la
sustancia y la distancia recorrida por el disolvente) que es
un valor constante para cada aminoécido en unas idénticas
condicones de revelado y desarrollo cromatogréfico.

Otra forma de revelado consiste en introducir la placa,
una vez desarrollada y seca, en un recipiente cerrado her-
méticamente con vapores de yodo en su interior. Las
manchas de los distintos aminoécidos aparecerian de color
violeta pardo.

EXPERIENCIA n.® 2. SEPARACION DE LOS COMPO-
NENTES DE UNA MEZCLA DE INDICADORES POR
CROMATOGRAFIA DE PAPEL.

2.1. Material necesario:

Rojo fenol, azul de bromofenol, rojo congo, alcohol n-
butifico, alcohol etilico, amoniaco 2N, papel de filtro What-
man num. 163, capilar, vaso de precipitado de 500 mis.
2.2. Método:

£En un vaso de precipitado de 500 mis. se adiciona una di-
solucién de alcohol n-butilico-alcohol etilico-amoniaco 2N
en proporcién 3:1:1 hasta una alturs de 1 cm. Se toma un
papel de filtro de altura inferior a la del vaso de precipitado y
de una anchura tal que se pueda formar con el un cilindro y
quepa en el vaso de precipitado sin tocar las paredes de és-
te. Sobre este papel y a una distancia de 1,5 cm. del borde
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FIGURA N.° 3

inferior se traza una linea, paralela al borde, con un lépiz
suave y sobre ella se coloca en cuatro puntos varias gotas
de cada uno de los indicadores {uno por punto) y en ef cuar-
to punto se coloca varias gotas de una mezcla equimolecu-
lar de los tres indicadores. Antes del desarrollo del papel se
expone éste a los vapores de amoniaco concentrado, que
convertirg a cada indicador en la forma que présenta en me-
dio basico, y a continuacién se enrolla en forma cilindrica
cogido por dos clips y se introduce en el vaso de precipita-
do, cerrdndolo con un vidrio de reloj o placa de vidrio. Se
deja desarrollar el cromatagrama hasta que el frente liquido
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alcance una altura indicads y razonable. Se saca el cilindro
de papel del vaso y se seca (figura num. 2).

2.3. Resultados:

Una vez seco el papel se observa que del cuarto punto ha
aparecido tres manchas de Rf y color correspondiente a ca-
da uno de los indicadores que existian en la mezcla y que
han ascendido de los puntos 1 (Rojo fenol), 2 (Azul de bro-
mofenol) y 3 (Rojo congo) paralelamente. El valor de estos
Rf es el correspondiente a la forma bésica de cada indica-
dor; si los indicadores se desarrollan en la forma que pre-
sentan en medio &cido los valores de los Rf son distintos, lo
cual se puede comprobar en un experimento posterior.

EXPERIENCIA n.® 3. SEPARACION DE PIGMENTOS
VEGETALES POR CROMATOGRAFIA DE COLUMNA

3.1. Materiales necesarios:

Bureta de 100 mls., pipeta de 5 mis., erlenmeyer de 250
mls., alumina, zanahoria y éter de petroleo.

3.2. Llenado de columna:

Como columna se puede utilizar una bureta de 100 mis.
en la que por dentro, en la parte inferior, se coloca lana de
vidrio. Se cierra la llave y se adicionan 20 mis. de éter de
petréleo. Se cogen 15 gr. de alumina y se suspendenen 50
mis. de éter de petroleo, procurando que la suspenson sea
homogénea. Se adiciona ésta por lo alto de la columna has-
ta que se llenen las dos terceras partes de ésta. Se enrasa la
columna dejando un centimetro de éter de petréelo por en-
cima de la superficie de la alimina hasta el comienzo de la
separacion.

3.3. Método:

5 mis. de una solucion obtenida por extraccion con éter
de petréleo de algunas rodajas de zanahorias se adicionan
por encima de la columna de relleno anteriormente prepara-
da, se enrasa hasta la superficie de la alumina y se agrega
maés éter de petréleo, procurando que el flujo a través de la
columna tenga un caudal constante y procurando que la co-
lumna no se seque. Una vez que se observe una separcion
nitida de bandas coloreadas se da por terminado el de-
sarrollo.

3.4. Resultados:

Una vez desarrollado el cromatograma se observa con ni-
tidez la separacion de bandas coloreadas correspondiente a
los distintos pigmentos vegetales. Cuando se utiliza como
material de partida hojas verdes de plantas (espinaca o hier-
ba fresca) la separacion de los pigmentos vegetales, en co-
lumna utilizando como soporte sélido magnésia (6xido
magnésico) y como eluyente ciclohexano, es aun més niti-
da, observéandose cuando se desarrolla el cromatograma la
separacion de bandas correspondiente a la clorofila (verde),
xantofilas (amarilla) y carotenos (amariflo mas oscuro).
Cuando en lugar de magnésia se coloca almidon se consi-
gue desdoblar la banda verde de clorofila en dos: una ama-
rilla (clorofila b) y otra verde (clorofila a) (figura num. 3). La
separacion de estos pigmentos también se consigue con ni-
tidez utilizando la cromotolografia de papel, empleando ho-
Jas de alguna planta verde y como eluyente éter etilico. En
esta separacion se observan tres bandas o manchas colore-
adas: una verde (clorofilas), otra amarilla (xantofilas) y otra
grisacea (mezcla de clorofila y caroteno). El método de se-
paracion 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 filtracion del material inso-
luble.



