CROMATOGRAFIA SOBRE PAPEL

Por IGNACIO RIOS CHACON
Catedrédtico del Instituto
“Gabriel y Galdin” de Pla-
sencia

DADO el creciente interés que ofrecen los métodos cromatograficos, fundamenta-
dos en los fenémenos de reparto, en el anédlisis quimico, tanto orgdnico como
inorganico, creemos necesario considerar la conveniencia de utilizar alguno de estos
métodos dentro de un ciclo general de prdcticas a nivel medio. En este caso, y dada
su sencillez instrumental, recomendamos utilizar el método cromatogréfico sobre pa-
pel en su forma ascendente, cuya descripcidbn vamos a realizar,

Consiste este método en depositar una microgota (aproximadamente una divi-
sién de una micropipeta) de la mezcla de sustancios que se desea cromatografiar,
en un papel de filtro muy puro y colocar este papel verticalmente en un recipiente
cerrado 0 cuba cromatografica (también puede utilizarse un tubo de ensayo de ta-
maho suficiente) que contenga un disolvente orgdnico o una mezcla de éstos, porcial
o totalmente solubles en agua, de forma que el extremo de! papel mds cercano a
donde se deposité la sustancia, quede préximo al disolvente, pero sin tocarlo. Cuan-
do el recipiente esté saturado del vaopor del disolvente y de vapor de agua, para lo
cual debe transcurrir cierto tiempo, segin la cuba y el disolvente, por medio de un
mecanismo cualquiera se deja caer el papel, que habrd absorbido el vapor de agua de
la atmésfera de la cuba, dada la afinidad que las fibras celulésicos de! papel tienen
por el agua. Ahora el papel actuard como soporte de la fase acuosa y al ponerse en
contacto con el disolvente, avanzard éste por capilaridad y tendra lugar un verdade-
ro fenébmeno de reparto de las sustancias depositadas entre el solvente orgdnico y el
agua. El recipiente debe estar también saturado del vapor del disolvente para evitar
la evaporacidn de éste en su avance por el popel. Las sustancias facilmente solubles
en la fose orgdnica avanzardn con ésta proporcionalmente a su solul;ilidad, mientras
que las facilmente solubles en el agua avanzardn muy poco. La mezcla asi se resol-
verd en sus componentes, que se depositardn formando manchas a lo largo del papel
de filtro. Si estas sustancias son coloreadas, serén visibles directamente y si no lo son,
habré que buscar uno reacciébn coloreada para detectarlas, y se llama Rf a la re-
lacién:

distancia del centro de lea mancha al punto de partida

Rf = —
distancia limite de avance del disolvente al punto de partida

El Rf de cada sustoncia es practicamente constante para cada disolvente a una
temperatura determinada y con un mismo papel y, por tanto, resultard de gran in-
terés en el andlisis.

El papel ha de ser muy puro, utilizdndose normalmente el llamado Watman ni-
mero 1 como papel corriente y el Watman nimero 3 como papel répido, aungue
también puede utilizarse el Schieider Schull 2043, Adn asi, y para evitar impurezas,
podria recurrirse a un lavado con EDTA. El tamafo del papel es funcién del tama-
Ao de la cuba que gqueremos utilizar, pero las medidas aconsejables son 15 X 60
centimetros, si se cuelga en la cuba en forma de tira, y de 60 X 70 centimetros, si
se coge con grapas para darle forma cilindrica, en cuyo caso conviene doblar el re-
borde inferior asi como los laterales para que el frente del disolvente sea mas re-
gular (véase fig. 1).
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La cantidad de sustancias depositadas con la micropipeta debe ser muy pequefa.
Conviene para ello utilizar disoluciones de aproximadamente el 1 por 100 en cada
componente y asi, al depositar una divisién de la micropipeta (graduada de uno a
diez microlitos), se depositardn entre diez y veinte gamas de cada uno {1 gama =
= ]0¢ gr.). Las manchas que se forman af hacer estos depdsitos no deben temer
tamafios superiores a los 5 mm. de didmetro, para lo cual conviene hacer estos de-
positos lentamente, es decir, de medio en media division de la micropipeta y espe-
rando a que las cantidades depositadas con anterioridad hayon secado previamente;
podria utilizarse también para esta operacién un secador de mano para el pelo. Con
este procedimiento pueden colocarse todas las manchas que permita el tamafio del
papel distanciadas 2 6 3 cm. aproximadamente del extremo del papel,

Las cubaos cromatograficas (fig. 2), pueden fabricarse en vidrio, acero inoxida-
ble, materias plésticas, etc. Lo importante es que no se ataquen por los disolventes.
Su tamafio mdas conveniente es de unos 70 a 80 cm., para poder colocar en eflas pa-
peles de unos 60 cm., que hemos dicho podian ser los més aconsejables. Sin embargo,
pueden utilizarse también en estos desarrollos, tubos de ensayo gruesos de unos 25
a 30 cm. de longitud, con tiras de papel de grosor conveniente y de unos 20 cm. de
longitud, siendo este procedimiento el mas aconsejable en la ensefanza media por su
gran sencillez.

Los disolventes hemos visto que tenian que ser parcial o totolmente miscibles en
agua, con el fin de que el papel se sature de ésta; si sdlo son miscibles parcialmente,
se agitan con el agua en un embudo separador y la capa acuosa saturada de mate-
ria orgénico, es lo que se usa para saturar la atmésfera del recipiente, siendo necesa-
rias aproximadamente 24 horas con cubas como las descritas en esta operacién. Para
lo cual se colocard en una cdpsula en el fondo de la cuba, rodeada de la fraccion or-
gdnica saturade de agua que es la que ascenderd por el papel y desarrollaré las
manchas depositadas. Con disolventes totalmente solubles en el agua no serd nece-
sario saturar la cuba, con el consiguiente ahorro de tiempo. Entre los divolventes mas
frecuentes de solubilidad total en agua, citaremos: los alcoholes, acetona, piriding,
etcétera. Entre los de solubilidad limitada, citaremos: el fenol, butanol, y la coli-
dina. Pero de uso muy frecuente son mezclas de la forma butanol-acético-agua en
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la proporcién de 40-10-50 respectivamente; o butanol-dcido férmico-agua en la pro-
porcion de 75-15-10, con el Unico inconveniente de que como estas mezclas se es-
terifican facilmente, es preciso no demorar su utilizacién. Debe dejarse que el di-
solvente avance por el papel hasta llegar a unos centimetros del limite superior del
papel, para lo que serdn precisas unas diez horas; entonces es el momento de sa-
carlo, marcar el limite de avance del disolvente y ponerlo a secar. El secado del pa-
pel puede hacerse al aire libre o en vitrina para acelerar éste y para evitor los vapo-
res del disolvente.

Una vez seco el papel, debe procederse al revelado de las manchas, si no son vi-
sibles, probando también a la luz ultravioleta por si se hiciesen fluorescentes bajo
esta luz, cosa bastante frecuente.

El revelado se realiza colgando verticalmente el papel, para lo cual habra que
extenderlo si se le habia dado forma cilindrica y haciéndole ilegar una fina lluvia
de un reactivo mediante un pulverizador; este reactivo serd, por ejemplo, la ninhi-
drina para los aminodcidos (dando con ellos color violeta), el écido sulfhidrico para
determinados cationes (Cu, Ni, Co, etc.), los que forman sales coloreadas, etc.

Una vez reveladas las manchas, se marca su contorno con un lapiz y como tam-
bién habremos marcado el limite de avance del disolvente, serd ya fécil calcular el
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Fig. 2

Rf de las mismas. Hemos dicho que el Rf es constante para cada compuesto, para un
disolvente dado, un mismo papel y una misma temperatura; sin embargo, no se ope-
ra siempre en las mismos condiciones y son frecuentes distintos Rf para una misma
sustancia, ain operando en las mismas condiciones; por tanto, la seguridad ante un
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andlisis es mucho mayor si junto a la sustancia desconocide se cromatografian sus-
tancias conocidas que permitan comprobar la igualdad del Rf.

Pueden presentarse muchos incidentes, segin los casos: formacién de colos, fre-
cuentes coloreados, etc., para cuya solucién, asi como para una mds amplia infor-
macién, deberd recurrirse a autores especializados, entre los que citaremos a E. Le-
derer, Durrum, etc.

Este método cromatogréfico también puede ser de utilidod pora determinaciones
cuantitativas, pero no ha sido éste el propésito de este articulo.

Nuevos Libros de Texto
autorizados para Bachillerato

De acuerdo con lo preceptuado en las Ordenes de 4 de junio de 1957
(Boletin Oficial del Estado, del 20 de julio) y de 4 de junio de 1963 (Bo-
letin Oficial del Estado, de 27 de julio) y previo asesoramiento e informe del
Centro de Orientacién Diddctica y de acuerdo con el dictamen de la Co-
misién Delegada del Consejo Nacional de Educacién el Ministerio ha re-
suelto que se autoricen como libros de texto para el Bachillerato:

Our English Book, de ]J. G. Brutton. Editorial Mangold.
Segundo libro de inglés, de don Adolfo Alvarez Casado. Editorial Casalva

(Orden de 7 de diciembre de 1965. Boletin Oficial del Ministerio, de 16

de diciembre).
] - *

Griego, método de quinto y sexto cursos. Ediciones “Brufio”.

Inglés, tercer curso, Ediciones “Bruiio”.

El inglés por la imagen, 11, de P. M. Richard. Ediciones ‘“Mangold”.

Gramdtica latina, del Rvdo. P. Eduardo Gancedo. Ediciones “Mater et Ma-
gistra”.

Lengua espariola, primer curso, de D. José Marfa Antén Andrés, Ediciones
“Autor”.

(Orden de 5 de enero de 1966. Boletin Oficial del Ministerio de 13 de
enero).




